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Noroviren gehören neben Rotaviren, Salmonellen und Campylobacter spp. weltweit 
zu den häufigsten Erregern akuter Gastroenteritiden des Menschen. 
Sie stehen in Deutschland derzeit an der Spitze der Statistiken als Auslöser 
registrierter infektiöser Magen-Darm-Erkrankungen. Allein im Jahr 2008 wurden 
212.692 Fälle gemeldet. Ausbrüche von Norovirus-bedingten Enteritiden mit zum Teil 
sehr hohen Erkrankungsraten werden vor allem in Gemeinschaftseinrichtungen, wie 
Krankenhäusern, Altenheimen oder Kindergärten beobachtet. Man geht davon aus, 
dass die Übertragung dieser hochkontagiösen Erreger vor allem direkt von Mensch 
zu Mensch auf fäkal-oralem Wege, aber auch über Lebensmittel erfolgt. Die 
Kontamination von Lebensmitteln kann durch virushaltiges Wasser und / oder 
Oberflächenkontaminationen sowie durch pre-, a- und postsymptomatische 
Ausscheider in den Herstellungs- und Verarbeitungsbetrieben erfolgen.  
Vor allem von roh zu verzehrenden Lebensmitteln geht dabei ein Infektionsrisiko aus. 
Bei Ausbrüchen konnten bereits Früchte, Salate, Muscheln, Backwaren und in 
Einzelfällen auch Wurstprodukte als Infektionsquellen identifiziert werden. Wie lange 
Viren in Lebensmitteln infektiös bleiben und inwieweit die Infektiosität durch die 
Herstellungstechnologie beeinflusst werden kann, ist im Vergleich zu bakteriellen 
Erregern bisher nur ansatzweise untersucht. 
Auch Rohwurstprodukte könnten so innerhalb von Herstellung und Verarbeitung 
kontaminiert werden. Bisher wurden nur wenige Studien zur Beeinflussbarkeit von 
Viren in Rohwurstprodukten durchgeführt. 
Um dabei das von relevanten Erzeugnissen ausgehende Gesundheitsrisiko 
abschätzen zu können, muss bekannt sein, ob und inwieweit die Tenazität und 
Inaktivierungskinetik von Noroviren durch produktspezifische Faktoren und 
Herstellungstechnologien beeinflusst werden können. Derzeit ist die Anzucht 
humaner Noroviren innerhalb eines Zellkultursystems nicht möglich und somit wird im 
Rahmen von Tenazitätsstudien auf Modellviren, sogenannte Surrogate, 
zurückgegriffen.  
Im Rahmen der hier vorliegenden Dissertation wurde der Einfluss typischer 
Inhaltsstoffe und Lagerungsbedingungen auf die Infektionsfähigkeit des Norovirus-
Surrogates Felines Calicivirus (FCV) in-vitro und in kurz- und langgereiften 
Rohwurstprodukten geprüft. Die durchgeführten Studien befassen sich sowohl mit 
der Wirkung von Natriumchlorid, Natriumnitrit und D/L-Milchsäure auf das FCV  
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in-vitro, als auch mit der Beeinflussung des Norovirus-Surrogates innerhalb einer 
komplexen Rohwurstmatrix durch verschiedene Reife- und Lagerungsbedingungen. 
Durch die Studie sollten für rohwurstherstellende Betriebe erstmals Daten darüber 
erarbeitet werden, ob und wie das mögliche Gesundheitsrisiko im Zusammenhang 







2.1 Familie Caliciviridae 
Caliciviren sind unbehüllte Viren mit einer einzelsträngigen, linearen RNA 
positiver Polarität und einem Durchmesser von 27-40 nm. 
Das Kapsid ist ikosaedrisch (20-flächig) und im Elektronenmikroskop zeigen die 
Caliciviren kleine, kelchförmige Einziehungen auf den Seitenflächen, durch welche 
sie ihren Namen erhielten (lat. calix: Becher, Pokal). 
Die Familie Caliciviridae umfasst die Genera Lagovirus (LV), Norovirus (NoV), 
Sapovirus (SV) und Vesivirus (VV) (GREEN et al. 2000). 
Caliciviren sind  Erreger verschiedener Erkrankungen sowohl bei Menschen als 
auch bei verschiedenen Tierarten wie Kaninchen, Hasen, Schweine, Katzen, 
Mäuse, Rinder, Wale, Flossenfüßer (Robben) und Reptilien (Tabelle 1).  
Mit Ausnahme von Vertretern des Genus Vesivirus zeigen die jeweiligen 
Caliciviren ein enges Wirtsspektrum und können nur schwer von einer 
Wirtsspezies zur anderen übertragen werden. Gemäß einer Festsetzung des 
„International Committee on Taxonomy of Viruses“ (ICTV) erfolgt eine Unterteilung 
der humanen Caliciviren in die beiden Genera Norovirus und Sapovirus. 
 
Tabelle 1: Genera der Caliciviren und assoziierte Erkrankungen 
 
Genus Vertreter Natürlicher Wirt Erkrankungen 
Rabbit hemorrhagic 
disease (RHD)-Virus Kaninchen  Lagovirus 
 
European brown hare 





Norwalk-Virus Mensch Akute Gastroenteritis 
Jena-Virus Kalb Diarrhoe Norovirus 
Murines Norovirus Maus asymptomatisch 
Sapo-Virus Sapporo-Virus Mensch Akute Gastroenteritis 
Felines Calicivirus (FCV) Katze Katzenschnupfenkomplex, Pneumonie 
Schwein Vesikülärexanthem (VE) des Schweins Vesiculär Exanthem-Virus 
Seelöwen San Miguel Seelöwenvirus (Serotyp des VE) 
Vesivirus 
Rabbit Vesivirus Kaninchen Rabbit Vesivirus 
Literaturübersicht 
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Bisher lassen sich nur wenige Vertreter der Caliciviren, wie beispielsweise Murine 
Noroviren und FCV, in Zellkultursystemen vermehren. Aus diesem Grund werden 
diese kultivierbaren Viren oft als Surrogate (Modellvirus) für Versuche mit den 
Vertretern aus der Familie Caliciviridae, insbesondere Noroviren, verwendet. Die 
Replikation dieser Viren erfolgt im Zytoplasma. Eine Besonderheit der Caliciviren 
stellen zwei subgenomische Messenger dar. Sie sind dafür verantwortlich, dass nicht 
wie bei anderen Viren Proteine bei der Replikation direkt aus dem Genom gebildet 
werden. Die Proteinbiosynthese der Caliciviren erfolgt über einen zusätzlichen 
Zwischenschritt anhand negativ geladener RNA, die sich erst nach Umschreibung zu 
kleineren positiven RNA-Stücken zum Protein formieren.  
 
2.2 Genus Norovirus 
2.2.1 Historisches 
Der Verlauf einer Norovirusinfektion wurde bereits 1929 als „Winter vomiting disease“ 
bezeichnet (ZAHORSKY 1929). Dieser Name beschreibt die starke Saisonalität 
sowie den hohen Prozentsatz der Patienten, die Erbrechen als klinisches Symptom 
zeigen. Die Erkrankung konnte damals noch keinem bekannten bakteriellen, viralen 
oder parasitären Erreger zugeordnet werden. Durch Infektion Freiwilliger mit 
bakterienfreiem Stuhlfiltrat wurde gezeigt, dass Viren die Ursache für die Erkrankung 
sind (GORDON 1954); das ursächliche Agens konnte zunächst jedoch nicht 
identifiziert werden. Erst 1972 gelang es, vier Jahre nach einem Ausbruch akuter 
Gastroenteritis an einer Schule in Norwalk/Ohio (ADLER und ZICKL 1969), 
immunelektronenmikroskopisch 27-32 nm große Viruspartikel nachzuweisen 
(KAPIKIAN et al. 1972; KAPIKIAN 2000). Der Erreger wurde seitdem nach dem Ort 
des Ausbruches als „Norwalk Virus“bezeichnet. Dies bedeutete einen Durchbruch für 
die Aufklärung nicht-bakteriell verursachter akuter Gastroenteritiden. Da die 
Noroviren jedoch nicht die typische Morphologie der Caliciviren zeigen, wurden sie 
aufgrund ihres Erscheinungsbildes im Elektronenmikroskop zunächst als „small 
round structured viruses“ (SRSVs) bezeichnet. Bereits 1981 untersuchte der 
Amerikaner Greenberg die Proteine des Norwalk Virus und stellte fest, dass diese 
ähnlich denen anderer Caliciviren sind (GREENBERG et al. 1981). Erst 1990 konnte 
durch Genomuntersuchungen bewiesen werden, dass Noroviren zu den Caliciviren 
gehören (JIANG 1990). Sie bilden seitdem ein eigenständiges Genus innerhalb der 
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Familie Caliciviridae, welches zunächst als „Norwalk-like viruses“ (GREEN et al. 
2000) bezeichnet wurde und seit 2002, gemäß einer Festsetzung durch das ICTV, 
den Namen Norovirus trägt (FAUQUET und MAYO 2005). Das Norwalk-Virus ist der 
Prototyp dieses Genus. Bereits in den achtziger Jahren wurden Noroviren für 19 - 
42% aller akuten, nicht-bakteriell bedingten Gastroenteritiden des Menschen 
verantwortlich gemacht (KAPLAN et al. 1982). 
Heute gelten Noroviren in mehreren Industrienationen als die häufigste Ursache aller 
nicht-bakteriell bedingten akuten epidemischen Gastroenteritiden beim Menschen 
(GREEN et al. 2007). 
 
2.2.2 Charakteristik von Noroviren 
Noroviren (NoV) gehören zur Familie der Caliciviridae, sind unbehüllt und besitzen 
eine positiv geladene, einzelsträngige RNA mit einer Genomgröße von 7,3 - 7,6 kb.  
Der Durchmesser der Erreger beträgt 28-35nm. Ihre RNA enthält drei offene 
Leserahmen (OLR, engl. open reading frames = ORFs), welche 
Polypeptidsequenzen für verschiedene Umschreibungsenzyme und 
Kapsidbestandteile enthalten. Sie besitzen ein ikosaedrisches Kapsid und zeigen im 
Elektronenmikroskop eine unscharfe, rundliche Struktur (Abbildung 1), durch welche 
sie als small round structured viruses (SRSVs) bekannt wurden. 
 
 
Abbildung 1:  Elektronenmikroskopische Aufnahme von Noroviren  







Bisher wurden Noroviren beim Menschen sowie bei Rindern, Schweinen, Schafen, 
Hunden, Löwen und Mäusen entdeckt. Nach ZHENG et al. können bei Noroviren 
derzeit 5 Genogruppen (GI-GV) unterschieden werden (ZHENG et al. 2006).  
Die beim Menschen nachgewiesenen Noroviren werden aufgrund ihrer genetischen 
Eigenschaften in die Genogruppen I, II und IV eingeteilt (ANDO und NOEL 2000). 
Die Genogruppen lassen sich des Weiteren noch in verschiedene Genotypen 
einteilen. Aufgrund phylogenetischer Analysen (Nukleinsäuresequenzanalysen) 
können dem Genus Norovirus auch nicht-humanpathogene Viren zugeordnet 
werden, wie beispielsweise das porcine, das bovine und das murine Norovirus (LIU 
et al. 1999; KARST et al. 2003). 
Die Genogruppe I mit dem Namensgeber Norwalk Virus unterteilt sich auf der 
Grundlage von Nukleinsäuresequenzanalysen in acht Genotypen. Bei Genogruppe II 
unterscheidet man 17 bis 19 (WANG et al. 2005; ZHENG et al. 2006) Genotypen, 
wobei einzelne Genotypen (11, 18 und 19) porzine Norovirus-Isolate beinhalten. Die 
Genogruppe IV besteht aus nur einem Genotyp, dem Prototyp Alphatron, einem in 
den Niederlanden gefundenen humanpathogenen Isolat. Die Genogruppen III und V 
beinhalten ausschließlich animale Noroviren. Die bovinen Noroviren Newbury agent-
2 und Jena (ANDO und NOEL 2000; OLIVER et al. 2003) bilden zwei getrennte 
Genotypen und werden der Genogruppe III zugeordnet (HAN et al. 2004). Die 
murinen Noroviren, bilden die Genogruppe V. 
Die einzelnen Genotypen der Noroviren werden häufig nach dem Ort ihres 
erstmaligen Auftretens bzw. ihrer erstmaligen Isolation benannt, wie beispielsweise 
das humane Southhampton-Norovirus, das Hawaii-Norovirus oder das bovine Jena-


















HuNV - AlphatronGenogruppe IV




HuNV – Desert Shield
 
 
Abbildung 2:  Norovirus-Genogruppen mit einigen Genotypen des Genus Norovirus 
BoNV: Bovines Norovirus, HuNV: Humanes Norovirus, MuNV: Murines Norovirus, 
PoNV: Porcines Norovirus 
 
Noroviren zeigen wie alle RNA-Viren durch ihre ausgeprägte Antigendrift und die 
saisonale Antigenshift eine ausgeprägte Genomvariabilität. Weil die RNA-abhängige 
RNA-Polymerase der Viren nicht in der Lage ist, Nukleotidmutationen zu reparieren, 
kann es während der RNA-Neusynthese so zur Entstehung zahlreicher Varianten 
kommen (Antigendrift). Desweiteren entstehen neue Virusvarianten durch 
Rekombination (Antigenshift), die für RNA-Viren bereits öfter publiziert wurde 
(DRIESEL et al. 1995). Das Genom der Noroviren kann bei Infektion verschiedener 
Stämme oder Varianten innerhalb einer Zelle durch Rekombination sehr effektiv neue 
Varianten und Subtypen hervorbringen. Die Möglichkeit der Entstehung neuer 
Rekombinanten mit erweitertem Wirtsspektrum bei Noroviren kann somit nicht 
ausgeschlossen werden (WANG et al. 2005). 
 
2.3 Epidemiologie der Norovirusinfektionen 
Noroviren sind weltweit verbreitet. Der Mensch stellt dabei das Hauptreservoir dar. 
In Deutschland ist der Nachweis von Noroviren in humanen Stuhlproben nach den 
§§6 und 7 des Infektionsschutzgesetzes meldepflichtig (ANONYM 2000). Im Jahr 
2008 wurden 212.692 Krankheitsfälle in Deutschland registriert (RKI 2009a).  
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Seit Einführung der Meldepflicht am 1.1.2001 ist eine stetige Zunahme der 
gemeldeten Erkrankungszahlen zu verzeichnen (siehe Abbildung 3) (RKI 2009b).  
Die Dunkelziffer wird jedoch um ein Vielfaches höher geschätzt, da aufgrund des 
selbstlimitierenden Verlaufs der Norovirus-Gastroenteritis nur ein geringer Anteil der 
Erkrankten zum Arzt geht (RKI 2007). 
 
 
Abbildung 3 : Anzahl gemeldeter Norovirus-Erkrankungen in den Jahren 2001 - 2008 
        Quelle: RKI, Stand Jan. 2009 ( NV: Norovirus) 
In den USA gelten Noroviren als „Biodefense category B priority pathogen“. Dort 
werden etwa 23 Millionen Fälle pro Jahr vermutet. Dabei wird geschätzt, dass circa 
40 % der Norovirus-Ausbrüche über den Verzehr von kontaminierten Lebensmitteln 
hervorgerufen werden (MEAD et al. 1999; PARASHAR und MONROE 2001). 
Darüberhinaus werden in den USA Noroviren für ca. 7 % der lebensmittelbedingten 
Todesfälle verantwortlich gemacht (MEAD et al. 1999).  
Das Ausbruchsgeschehen in Deutschland und Europa wird seit Jahren insbesondere 
durch die Genotypen der Genogruppe II bestimmt. Aber auch Vertreter der 
Genogruppe I wurden in den letzten Jahren immer wieder nachgewiesen. Die 
Winterperioden zeichnen sich durch eine Kozirkulation verschiedener Genotypen der 
Genogruppen I und II aus. Weltweit war vor einigen Jahren insbesondere der 
Genotyp (G II.4) Lordsdale vorherrschend (WIDDOWSON et al. 2005). In den letzten 
Jahren setzte sich jedoch weltweit eine neue Variante des Genotyp II/4 (G II/4) durch 
Anzahl gemeldeter  
NV-Erkrankungen: 
 
2001    -        9.290 
2002    -   51.619 
2003    -   41.754 
2004    -   64.795 
2005    -   62.773 
2006    -   75.865 
2007    - 201.253 




(PHAN et al. 2005; BULL et al. 2006). Der Anstieg in der Saison 2002/2003, 
2004/2005 und 2006/2007 konnte fast ausschließlich auf den neuen 
hochkontagiösen Genotyp G II.4 zurückgeführt werden (RKI 2007). Zwischen der 38. 
Meldewoche 2007 und der 3. Meldewoche 2008 wurden in Deutschland bereits 
125.354 Fälle von Norovirus-Infektionen gemeldet. Das waren mehr als doppelt so 
viele wie in der Saison 2006/2007. Auch diese erhöhte Kontagiosität wird mit einer 
neuen antigenen Driftvariante des Genotyps G II.4 in Verbindung gebracht.                                                                                                                       
Der neue Genotyp scheint sich durch eine deutlich höhere Infektiosität 
auszuzeichnen (NODA et al. 2008). Ein Großteil der Norovirus-Infektionen bei 
Erwachsenen wird auch derzeit durch diese Driftvariante des Genotyps 4 der 
Genogruppe II ausgelöst.  
 
Abbildung 4: Genotypverteilung bei den vom Konsiliarlabor für Noroviren untersuchten  
Häufungen von Norovirus-Gastroenteritiden in Deutschland während der  
Wintersaison 2006/07; 2007/08 und 2008/09  
(Quelle: RKI, Epid. Bulletin 04/09) 
 
 
Die Erkrankung, welche sich als akute Gastroenteritis äußert, zeigt einen typischen 
saisonalen Anstieg der Fallzahlen in den Wintermonaten. Von den gemeldeten 
Erkrankungen wurden bereits im Jahr 2003 92,6% im Rahmen von Häufungen 
erfasst (RKI 2003). Das Ausbruchsgeschehen in den Wintermonaten zeichnete sich 
in den letzten Jahren durch eine Kozirkulation verschiedener Genotypen der 
Genogruppen I und II aus, wobei Viren der Genogruppe II die häufigste Ursache 
waren (Abbildung 4). Der Hauptanteil der Erkrankungen liegt dabei typischerweise in 
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den Monaten Oktober bis März (Abbildung 5). NV-Infektionen können jedoch das 
ganze Jahr über auftreten, beispielsweise durch Import der Viren über 
Nahrungsmittel oder Personenverkehr aus anderen Regionen der Welt.  
 
 
Abbildung 5:  Saisonale Häufung gemeldeter NV-Fälle in Deutschland von 2001-2008 
  Datenquelle: SurvStat RKI, Stand 03/2009 
 
Die Übertragung erfolgt über direkten Kontakt, als Tröpfcheninfektion oder indirekt 
über kontaminiertes Wasser und kontaminierte Lebensmittel. Die Viren werden mit 
der Nahrung aufgenommen, gelangen über den Darm in den Körper und werden 
nach ihrer massiven Vermehrung in den Darmzellen mit dem Stuhl wieder 
ausgeschieden. Häufig werden die Viren dann über Lebensmittel übertragen, die auf 
ihrem Weg zum Endverbraucher kontaminiert und anschließend roh verzehrt oder 
nicht genügend erhitzt werden. Lebensmittel, welche ein Gesundheitsrisiko darstellen 
können, sind zum Beispiel Obst, Gemüse, Säfte oder Eis (CAUL 1996) sowie andere 
verzehrsfertige Lebensmittel. Mangelnde Hygiene ist dabei die Hauptursache für das 
Eindringen dieser Viren in die menschliche Nahrungskette. 
Bei Muscheln erfolgt aufgrund ihres durch urbane Abwässer belasteten 
Lebensraumes in der Regel eine indirekt exogene Kontamination, das heißt, die 
Muscheln konzentrieren aktiv die Viruspartikel durch Filtration aus dem 
kontaminierten Wasser (KOOPMANS und DUIZER 2004). Beim späteren Verzehr 
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der meist rohen bzw. nur leicht erhitzten Muscheln, werden diese Viren vom 
Menschen aufgenommen. 
Das Virus wird mit Erbrochenem und Stuhl ausgeschieden, so dass neben einem 
fäkal-oralen Übertragungsweg auch die Übertragung über virushaltige Aerosole eine 
Rolle spielt. Ein Gramm Stuhl kann dabei bis zu 108 Viruspartikel enthalten 
(KOOPMANS und DUIZER 2004). Die Ausscheidung beginnt schon während der 
Inkubationszeit und kann über mehrere Wochen bis zu 56 Tagen andauern, 
mindestens jedoch 48 Stunden nach Ende der Erkrankung (KÜNKEL und 
SCHREIER 2001; ROCKX et al. 2005; ATMAR et al. 2008). 
Des Weiteren konnten auch Koinfektionen, das heißt Infektionen, bei denen mehrere 
Genotypen in einem Individuum nachweisbar waren, festgestellt werden 
(OKABAYASHI et al. 2008). 
Bei Ausbrüchen wurden auch asymptomatische Virusausscheider beobachtet  
(GALLIMORE et al. 2004). Immunsupprimierte Personen, beispielsweise nach 
Organtransplantationen, können chronisch infiziert bleiben (HUTSON et al. 2004a) 
und über mehrere Monate Virusausscheider und somit auch Überträger sein 
(GALLIMORE et al. 2004). 
Am häufigsten sieht man Norovirus-Infektionen in Form von Endemien in öffentlichen 
Einrichtungen wie Kindergärten, Krankenhäusern oder Pflegeheimen. Dort sind sie 
aufgrund der hohen Infektiosität und Tenazität des Erregers oft nur schwer zu 
kontrollieren. 1996 wurden beispielsweise in den Niederlanden 87 % der gemeldeten 
Gastroenteritis-Ausbrüche durch Noroviren hervorgerufen. Hierbei wurden die 
meisten Ausbrüche in Altenheimen und Krankenhäusern beobachtet (VINJE et al. 
1997). 
Noroviren sind aber auch Verursacher von sporadischen Gastroenteritis-Fällen. Die 
Viren konnten bei 5 % der Patienten, die wegen einer Gastroenteritis einen Arzt 
aufsuchen, nachgewiesen werden (KOOPMANS und DUIZER 2004). Im Jahre 2004 
wurden in Deutschland 67.784 Norovirus-Erkrankungen gemeldet (RKI 2009b). 
Allerdings ist laut § 7 Infektionsschutzgesetz lediglich der direkte Nachweis aus dem 
Stuhl meldepflichtig (ANONYM 2000), so dass die tatsächliche Zahl der 




2.3.1 Epidemiologische Rolle von Lebensmitteln 
Noroviren sind für einen Großteil von endemisch auftretenden viralen 
Gastroenteritiden verantwortlich. Dabei steht die Mensch-zu-Mensch-Übertragung im 
Vordergrund. Epidemiologische Untersuchungen mit Einbeziehung von 
Risikofaktoren belegen jedoch, dass kontaminierte Lebensmittel und Wasser als 
Ursache von Ausbrüchen einen hohen Stellenwert einnehmen (RKI 2002; DEWIT 
2008). Kontaminierte Lebensmittel, die weiträumig vertrieben werden, können unter 
Umständen zu geografisch weit gestreuten Ausbrüchen führen. 
Der Anteil der Lebensmittel-assozierten Infektionen liegt Schätzungen zufolge 
zwischen 16 % und 40 %, teilweise bis zu 57 % (MEAD et al. 1999; PARASHAR und 
MONROE 2001; FANKHAUSER et al. 2002). 
Dabei spielt vor allem die Kreuzkontamination, verbunden mit der hohen Tenazität 
der Viren eine wichtige Rolle. Es konnte nachgewiesen werden, dass NV auf 
verschiedenen Oberflächen, wie Stahl, Kunstharz und Keramik bis zu sieben Tage 
nachweisbar sind (D'SOUZA et al. 2006). BIDAWID et al. (2004) untersuchten die 
mögliche Kreuzkontamination mit Noroviren zwischen artifiziell kontaminierten 
Händen, Lebensmitteln (Schinken, Salat) und Oberflächen (Metallplatten) anhand 
des FCV. Sie fanden heraus, dass es dabei zu einem Virustransfer von bis zu 60 % 
kommen kann. Des Weiteren ist das Norovirus-Surrogat FCV imstande, auf den 
unterschiedlichsten Oberflächen mehrere Tage infektiös zu bleiben und über diese 
Zeitdauer auf empfängliche Personen übertragen zu werden (CLAY et al. 2006). 
Die hohe Infektiosität humaner Noroviren bedingt eine hohe Ansteckungsrate bei 
Kontaktpersonen Infizierter. In Gemeinschaftseinrichtungen erreicht die 
Ansteckungsrate leicht 30-50 %, kann aber auch noch höher liegen (HEDBERG und 
OSTERHOLM 1993). 
In vielen Fällen sind die lebensmittelver- und –bearbeitenden Personen für die 
Verbreitung der Lebensmittel-bedingten Erkrankungen verantwortlich (TODD et al. 
2008). Oft sind sich diese ihrer Infektion nicht bzw. noch nicht bewusst, was 
besonders in der präsymptomatischen Phase der Erkrankung, in der die Personen 
aber bereits Virus ausscheiden, vorkommen kann. Das infektiöse Agens, das seinen 
Ursprung in Speichel oder Faeces hat, wird dann in der Regel über Handkontakt 
übertragen. Dieser Zusammenhang beleuchtet die große Bedeutung effektiver 
Händedesinfektion und die Vermeidung von direktem Berühren von sogenannten 
„ready-to-eat“-Lebensmitteln. Es werden jedoch auch immer öfter asymptomatische 
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Virusträger identifiziert. Bei diesen Personen konnten ähnlich hohe Virustiter 
gefunden werden wie bei Erkrankten (OZAWA et al. 2007). 
 
2.3.1 Zoonosepotential von Noroviren 
Ein mögliches Zoonosepotential von Noroviren und die Frage, ob Tiere ein mögliches 
Reservoir humaner Noroviren darstellen könnten, werden seit einigen Jahren 
kontrovers diskutiert. Der Mensch galt lange Zeit als das einzige bekannte Reservoir 
des Erregers. Der Nachweis von Norwalk-like-Viren bei Schweinen,  Kälbern, 
Schafen und Mäusen beflügelte die Diskussion, ob ein erkennbarer Zusammenhang 
mit Erkrankungen beim Menschen  besteht, d.h. ob ein zoonotisches Potential 
existiert (WOODE 1976; GÜNTHER und OTTO 1987; SUGIEDA et al. 1998; VAN 
DER POEL et al. 2000; KARST et al. 2003). Nach dem bisherigen Kenntnisstand 
kann nicht ausgeschlossen werden, dass einige animale Caliciviren die 
Speziesbarriere Tier-Mensch überwinden können (SMITH et al. 1998). Schon 1998 
wurde die enge genetische Verwandtschaft zwischen den humanen Caliciviren und 
dem bovinen Newbury-Agent 2 durch Genom-Sequenz-Analyse beschrieben 
(DASTJERDI et al. 1999). In einer Studie aus den Niederlanden wurden Kotproben 
von 100 Schweine -, 48 Geflügel -, 43 Milchvieh - und  75 Kälberhaltungen in den 
Niederlanden auf Norwalk-like-Viren  untersucht. Es wurden dabei dieselben Primer 
verwendet wie zur Untersuchung humaner Stuhlproben. Dabei wurde genetisches 
Material von Norwalk-like-Viren in den Proben von 44% der Kälber - und 2% der 
Schweinehaltungen entdeckt (VAN DER POEL et al. 2000). Die Autoren halten es für 
möglich, dass insbesondere Kälber ein Reservoir für Norwalk-like-Viren sind. Eine 
eventuelle zoonotische Übertragung ist dabei nicht ausgeschlossen. Auch weitere 
epidemiologische Studien weisen darauf hin, dass die Möglichkeit der zoonotischen 
Übertragung von NV von Schwein und Rind zum Menschen nicht ausgeschlossen 
werden kann. Bei der Untersuchung von Kotproben von Rindern und Schweinen 
wurden neben den tierartspezifischen Noroviren auch humane Noroviren bei beiden 
Tierarten isoliert (MATTISON et al. 2007b). Der Eintrag der Viren durch Nutztiere und 
eine indirekte zoonotische Übertragung durch Kontaminationen innerhalb der 
Lebensmittelkette wäre damit durchaus denkbar.  
Desweiteren war ein humanpathogener Genotyp II.4 in einer Studie mit 
gnotobiotischen Schweinen imstande, bei diesen Tieren eine milde Diarrhoe 
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auszulösen und verursachte Läsionen in Duodenum und Jejunum bei 
gnotobiotischen Kälbern (SOUZA et al. 2007).  
Bis heute ist kein Fall einer Übertragung von Kalb-zu-Mensch bzw. Schwein-zu-
Mensch dokumentiert worden. Auch konnten animale Noroviren bisher in keinem Fall 
aus humanen Stuhlproben isoliert werden. 
Dennoch sind die animalen Noroviren den humanen Noroviren sehr ähnlich und 
neigen, wie alle RNA-Viren, zu Rekombination und Mutation (siehe auch 2.2.2). 
Diese Studien weisen darauf hin, dass unter passenden Umständen eine 
zoonotische Übertragung möglich wäre. 
 
2.4 Pathogenese Norovirus-bedingter Erkrankungen 
 
2.4.1 Norovirusinfektionen beim Menschen 
Alle Altersgruppen von Menschen können an der Norovirus-Gastroenteritis 
erkranken. Kinder im Schulalter und Personen über 70 Jahre sind jedoch besonders 
häufig betroffen. Das Virus besitzt mit einer minimalen Infektionsdosis von nur 10 - 
100 Viruspartikeln eine sehr hohe Infektiosität. 
Nach einer Inkubationszeit von ein bis drei Tagen werden Übelkeit und schwerer 
Durchfall, begleitet von ausgeprägten abdominalen Krämpfen, als Leitsymptome 
beobachtet. Charakteristisch für eine Norovirusinfektion ist das explosionsartige 
Erbrechen, welches meist nur am ersten Tag auftritt. Es wurde bereits 1982 anhand 
der für eine Norovirusinfektion typischen Kaplan-Kriterien (KAPLAN et al. 1982) 
beschrieben. Teilweise werden diese Symptome von Kopfschmerzen, Myalgien, 
Fieber und Schüttelfrost begleitet (KÜNKEL und SCHREIER 2001). Die Erkrankung 
hat meist einen milden Verlauf und ist in der Regel selbstlimitierend (SIMPSON et al. 
2003) mit einer durchschnittlichen Dauer von zwei bis drei Tagen (CARTER 2005).  
Eine Norovirus-Infektion stellt für gesunde immunkompetente Menschen i.d.R. nur 
eine kurze Beeinträchtigung ihrer Gesundheit dar. Für ältere Menschen, Kinder und 
Immunsupprimierte kann eine Norovirusinfektion hingegen eine ernstzunehmende 
Erkrankung darstellen, die sogar tödlich enden kann (CARTER 2005). 
Komplikationen können dabei vor allem durch die massiven Flüssigkeits- und 
Elektrolytverluste auftreten.  
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In seltenen Fällen kann es, außer zu den typischen gastrointestinalen 
Erscheinungen, auch zur Ausprägung anderer Symptome kommen. Ein Fall einer 
Norovirus-assoziierten Enzephalopathie bei einem 23 Monate alten Kind wurde in 
Japan beobachtet. Dabei konnte Norovirus-RNA im Liquor detektiert werden (ITO et 
al. 2006). 
Eine kausale antivirale Therapie der Norovirus-Infektion ist derzeit nicht möglich. 
Daher findet in schweren Fällen die symptomatische Therapie durch Ersatz der 
Elektrolyt- und Flüssigkeitsverluste mit Hilfe parenteraler Rehydratation Anwendung. 
Über die zelluläre Pathogenese der Norovirus-Infektion ist wenig bekannt. Es zeigt 
sich eine transiente Malabsorption, besonders von Fett, D-Xylose und Lactulose. 
Während der akuten Phase sind die Enzyme des Dünndarm-Bürstensaums 
erniedrigt. Jedoch führt eine Infektion nicht zu einem erhöhten Adenylatcyclase- oder 
Interferonspiegel. Bei den Erkrankten kommt es zu einer deutlich verminderten 
Magenmotorik und –entleerung, welche vermutlich verantwortlich für die Symptome 
Übelkeit und Erbrechen ist. 
Durch Versuche mit Stuhlfiltrat bei Freiwilligen konnte gezeigt werden, dass es nach 
einer artifiziellen Infektion zur Zottenatrophie sowie Kryptenhyperplasie im 
Duodenum und proximalen Jejunum kommt, die Mucosa jedoch intakt bleibt (GREEN 
et al. 2007). 
In der Lamina propria zeigt sich eine entzündliche Reaktion mit Infiltration 
polymorphkerniger Leukozyten und Lymphozyten (CHINA et al. 2003).  
Bei einer Infektion kommt es zur Bildung von IgG und IgA in der Darmmukosa sowie 
IgM im Serum. Die Antikörper sind jedoch nicht dauerhaft protektiv. Dies konnte 
schon 1994 in einer Probandenstudie gezeigt werden (GRAHAM et al. 1994). Nach 
einer Infektion entsteht lediglich eine transiente Immunität, welche vier bis fünf 
Monate anhält. Diese ist jedoch typspezifisch, so dass sie gegen eine erneute 
Infektion mit beispielsweise einer anderen Genogruppe nicht schützt (PETRIC und 
TELLIER 2003; KOOPMANS und DUIZER 2004).  
Allerdings scheinen manche Individuen durch einen fehlenden 
Zelloberflächenrezeptor eine natürliche Immunität zu besitzen (CARTER 2005). 
Dieser Rezeptor könnte zu neuen Fortschritten in der antiviralen Therapie führen. In 
mehreren Studien konnte auch eine vermehrte Anfälligkeit, verbunden mit starker 
Symptomatik der NV-Infektion bei Probanden mit der Blutgruppe 0 festgestellt 




Die hohe Variabilität der NV und die damit verbundene typspezifische Immunität 
stellen die Entwicklung eines Impfstoffes bis heute vor große Probleme. 
Ansätze einer Impfstoffentwicklung begründen sich darin, dass über apathogene 
jedoch immunologisch wirksame Virus-like partikels (VLP) die Bildung protektiver 
Antikörper angeregt werden soll. 
Ein oraler Impfstoff aus rekombinantem Kapsidprotein (VLP) befand sich in 
Erprobung. Dabei entwickelten 30 - 40 % der Probanden mukosales anti-VLP IgA 
(TACKET et al. 2003). In weiteren Versuchen mit oralem oder intranasalem VLP-
Impfstoff konnte eine humorale und zelluläre Immunantwort induziert werden 
(NICOLLIER-JAMOT et al. 2004). Des Weiteren zeigte sich, dass ein multivalenter 
Impfstoff aus verschiedenen Genotypen eine stärkere Immunantwort auslöste, als ein 
Impfstoff aus nur einem Antigen (LOBUE et al. 2006). Ein gegen die immer neu 
auftretenden Varianten wirksamer und über lange Zeit protektiver Impfstoff existiert 
jedoch bislang nicht. 
 
2.4.2 Norovirusinfektionen bei Tieren 
Noroviren wurden bisher bei Kälbern, Schweinen, Schafen, Löwen, Hunden und 
Mäusen nachgewiesen. 
Die bei Kälbern vorkommenden bovinen Noroviren gliedern sich bisher in zwei 
Genotypen, welche erstmals in Großbritannien bzw. Deutschland nachgewiesen 
wurden und mittlerweile in verschiedenen Regionen Europas und der Welt 
vorkommen. Die bovinen Noroviren, Newbury agent-2 und Jena, wurden bereits 
1976 bzw. 1980 (BRIDGER et al. 1984; GÜNTHER und OTTO 1987) isoliert. 
Eine Übertragung auf andere Kälber konnte im Tierversuch nachgewiesen werden. 
Erst Jahre später wurden diese Viren auf molekularer Ebene charakterisiert (LIU et 
al. 1999; DASTJERDI et al. 2000). Das bovine Norovirus Jena konnte elf Mal in 
kolostrumfrei aufgezogenen Kälbern passagiert werden und verursachte in jeder 
Passage Diarrhöe (LIU et al. 1999). Tierversuche mit dem Newbury agent-2 führten 
nach einer Inkubationszeit von 12 - 24 Stunden zu Anorexie sowie einer mit  
D-Xylose-Malabsorption verbundenen Diarrhöe (WOOD und BRIDGER 1987). Die 
Zielzellen für die Virusreplikation sind die Enterozyten des Jejunums. Histologisch 
dominierte besonders im Jejunum eine Zottenatrophie (HALL 1984). Viruspartikel 
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waren im Versuch am zweiten Tag nach der Infektion mit Beginn klinischer 
Symptome im Kot nachweisbar (DASTJERDI et al. 1999). 
Das porcine Norovirus wurde aus Kotproben gesunder Schweine 1996 in den 
Niederlanden (VAN DER POEL et al. 2000) und 1997 in Japan (SUGIEDA et al. 
1998) isoliert. Bisher sind drei Isolate der porcinen Noroviren bekannt, von denen alle 
der Genogruppe II zugeordnet werden. Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass 
porcine Noroviren in gnotobiotischen Schweinen replizieren und eine milde Diarrhöe 
auslösen (WANG et al. 2005). Bei gesunden Tieren kommt es nach einer Infektion 
nicht zu klinischen Anzeichen. 
Weitere Vertreter der animalen Noroviren sind die murinen Noroviren. Sie wurden 
erstmals 2003 aus dem Kot gesunder Labormäuse isoliert (KARST et al. 2003). Eine 
Infektion mit dem murinen Norovirus I (MNV-1) ließ sich erstmals in den USA bei 
immuninkompetenten Labormäusen nachweisen. Das MNV-1 verursacht bei 
immuninkompetenten Labormäusen, denen bestimmte Kompartimente der 
angeborenen Immunantwort fehlen (IFNαβγR-/-), eine tödliche Erkrankung, bei der 
Enzephalitis, Vaskulitis, Meningitis, Hepatitis und Pneumonie auftreten (KARST et al. 
2003). Bei immunkompetenten Mäusen verläuft eine Infektion mit murinen Noroviren 
in der Regel symptomlos. Auch andere murine Noroviren, die durch persistente 
Infektionen sowie eine verlängerte Virusausscheidung charakterisiert sind, wurden 
beschrieben (HSU et al. 2006). Bisher sind murine Noroviren der Genotypen 1 bis 3 
bekannt. Eine Beteiligung des Gastrointestinaltraktes konnte bei Mäusen bislang 
nicht gezeigt werden. 
In Einzelfällen konnten Noroviren auch aus der blutigen Diarrhöe von an 
Gastroenteritis erkrankten Hunden und einem Löwenwelpen in Italien isoliert werden 
(MOCHIZUKI et al. 1993; MARTELLA et al. 2007; MARTELLA et al. 2008). Die 
gefundenen Norovirus-Isolate unterscheiden sich in Ihrer Genomstruktur deutlich 
voneinander, konnten jedoch beide der Genogruppe IV zugeordnet werden, welche 
unter anderem auch humane Noroviren enthält. 
Vor kurzem wurden in Neuseeland Noroviren auch aus dem Kot von Schafen isoliert. 
Sie wurden in 8 von insgesamt 33, d.h. in 24 % der Proben nachgewiesen. Sie 
konnten mit Hilfe einer Multiplex real-time RT-PCR der Genogruppe III zugeordnet 




2.5 Vorkommen von Noroviren in Lebensmitteln 
Der Anteil von Norovirus-Infektionen, der durch den Verzehr von mit Noroviren 
kontaminierten Lebensmitteln verursacht wird, ist nicht genau bekannt. Schätzungen 
zufolge liegt er zwischen 16 % und 40 %, zum Teil sogar bis 57 % (MEAD et al.1999; 
PARASHAR und MONROE 2001; FANKHAUSER et al. 2002). 
Noroviren wurden bereits aus Muscheln, Shrimps, Früchten, Salaten und 
Convenience-Produkten isoliert. 
Ein Infektionsrisiko stellen, neben den meist primär kontaminierten Muscheln und 
anderen Meeresfrüchten, insbesondere Lebensmittel, die roh verzehrt oder nur 
schwach erhitzt werden, dar.  
Diese Lebensmittel werden dabei überwiegend sekundär durch virusausscheidende 
Personen oder kontaminierte Oberflächen und Gegenstände während Herstellung, 
Verarbeitung und Zubereitung kontaminiert. So zum Beispiel auch bei zwei 
Ausbrüchen von Norovirus-Infektionen im Frühjahr 2005 in Dänemark, die durch 
kontaminierte Himbeeren ausgelöst wurden (KORSAGER et al. 2005). In weiteren 
Fällen konnten Sandwiches (GODOY et al. 2005), Backwaren (WIDDOWSON et al. 
2005) grüner Salat, Wurstprodukte (VIVANCOS et al. 2009) und auch eine 
Hochzeitstorte (FRIEDMAN et al. 2005) als Infektionsquelle identifiziert werden. 
Norovirus-Infektionen konnten sehr häufig mit roh bzw. unerhitzt zu verzehrenden 
Lebensmitteln assoziiert werden, dennoch fehlen in der Literatur systematische 
Studien zum Vorkommen und zur Tenazität der Erreger in einzelnen 
Lebensmittelmatrices. 
Noroviren wurden des Weiteren schon häufig als Ursache für Meeresfrüchte-
assoziierte Krankheitsausbrüche nachgewiesen (GALLIMORE et al. 2005; LE 
GUYADER et al. 2006b; BOXMAN et al. 2007). Weltweit können jährlich immer 
wieder Norovirus-Ausbrüche auf Muscheln, insbesondere Austern, als 
Infektionsquelle zurückgeführt werden (DOWELL et al. 1995; PRATO et al. 2004; NG 
et al. 2005; CHENG et al. 2005). Ursachen der relativ häufigen Krankheitsausbrüche 
sind die besondere Lebensweise der Muscheln und die Verzehrsgewohnheiten der 
Verbraucher. Muscheln nehmen ihre Nahrung durch Filtration des Wassers auf, 
wobei die Filtrationsraten von Miesmuscheln bei ca. 1,5 Liter pro Stunde und von 
Austern bei ca. bei 6 Liter pro Stunde liegen (RIISGARD 1988). Über in Küstennähe 
eingeleitete Abwässer können auch Viren zu den Muschelbänken gelangen, wo sie 
durch Filtration in den Muscheln angereichert werden. In der Muschel findet eine 
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Bioakkumulation und -konzentrierung der Viren um das bis zu 100fache statt 
(ENRIQUEZ et al. 1992; SCHWAB et al. 1998). Die Viren reichern sich vor allem in 
der Mitteldarmdrüse, dem sogenannten Hepatopankreas, der Tiere an. 
Verantwortlich dafür sind wahrscheinlich rezeptorvermittelte Affinitäten der Histo-
Blutgruppenantigene im Gastrointestinaltrakt der Meerestiere (TIAN et al. 2007).  
Die für bakterielle Erreger erfolgreich angewandten Reinigungsprozeduren, bei 
denen die Muscheln für einige Tage in speziell gereinigtem Wasser gehalten werden, 
scheinen für Viren nicht wirksam zu sein (DORE und LEES 1995). 
Ein Umsetzen in Reinigungsbecken, welches bei Austern experimentell innerhalb von 
48 h eine 95 %-ige Reduktion von E. coli bewirkte, führte im gleichen Versuch nur zu 
einer 7%-igen Reduktion der Noroviren (SCHWAB et al. 1998). In Versuchen mit 
dem NV-Surrogat FCV zeigte sich in synthetisch hergestelltem Meerwasser nach 24 
Stunden eine 20%-ige Reduktion der Infektiosität (JOHNE et al. 2007). 
Die in den Muscheln angereicherten Viren haben im Allgemeinen eine hohe 
Tenazität und bleiben über lange Zeit infektiös. Dabei konnte beispielsweise in 
Versuchen mit Hepatitis A-Viren gezeigt werden, dass diese über einen Zeitraum von 
vier Wochen infektiös blieben (HEWITT und GREENING 2004). 
Seit nahezu drei Jahrzehnten kann der Verzehr von Muscheln mit Ausbrüchen von 
Gastroenteritiden in Verbindung gebracht werden. Zwischen 1981 und 1992 gingen 
33 % der Muschel-assoziierten Krankheitsausbrüche im Staat New York auf 
Noroviren zurück (LIPP und ROSE 1997). POTASMAN et al. (2002) listen 18 
Ausbrüche von Erkrankungen durch Noroviren bzw. SRSV (small round structured 
viruses) infolge Schalentierverzehrs im Zeitraum von 1969-2000 auf, bei denen es zu 
5923 Erkrankungen kam. Im April 2002 kam es in Süditalien zu einer größeren Zahl 
von Erkrankungen durch Noroviren. Es erkrankten 103 Personen und in der 
nachfolgenden epidemiologischen Untersuchung konnte der Genuss von Muscheln 
als wahrscheinlichste Quelle für eine Erkrankung ermittelt werden. Von den 
untersuchten elf Muschelproben waren sechs Norovirus-positiv. Die Genotypen 
stimmten mit den bei den Erkrankten ermittelten Genotypen überein (PRATO et al. 
2004). 
In mehreren Studien wurde die Inzidenz von mit Noroviren kontaminierten 
Schalentieren bereits untersucht (HERNROTH et al. 2002; FORMIGA-CRUZ et al. 
2002; MYRMEL et al. 2004; LHAFI 2006; LE GUYADER et al. 2006a). Der 
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Prozentsatz der mit Noroviren kontaminierten  Muscheln  ist dabei vor allem von ihrer 
Herkunft abhängig.  
Die Untersuchungen zur Belastung mit Noroviren von in Europa erzeugten Muscheln 
sind in Tabelle 2 dargestellt und zeigen ein Vorkommen von 2 bis 35 %, in 
Abhängigkeit zum untersuchten Erzeugungsgebiet.  
Hier spielt mit hoher Wahrscheinlichkeit die jeweilige Verschmutzung der 
Küstenregionen, welche als Anbaugebiete der Muscheln genutzt werden, eine 
bedeutende epidemiologische Rolle, da die Muscheln die Viren aus ins Meer 
abgeleitetem Schmutz- und Brauchwasser filtern. 
 
Tabelle 2:  Unterschiedliche Belastung von Miesmuscheln mit Noroviren nach 





mit Noroviren Quelle 
Frankreich 35 % LE GUYADER et al. 2006 
Norwegen  
(Sommer, Winter) 6,8 % (4,8 %, 8,2 %) MYRMEL et al. 2004 
Schweden  
(3 Gebiete) 8 %, 20 %, 22 % HERNROTH et al. 2002 
Griechenland  
(NLV I, NLV II) 0 %, 2 % FORMIGA-CRUZ et al. 2002 
Spanien  
(NLV I, NLV II) 12 %, 14 % FORMIGA-CRUZ et al. 2002 
Schweden  
(NLV I, NLV II) 17 %, 24 % FORMIGA-CRUZ et al. 2002 
Vereinigtes Königreich  
(NLV I, NLV II) 5 %, 5 % FORMIGA-CRUZ et al. 2002 
Deutschland 30 % LHAFI 2006 
NLV I: Norwalk-Like-Virus Genogruppe I, NLV II: Norwalk-Like-Virus Genogruppe II 
 
In Deutschland konnten die Viren in 30 % der untersuchten Proben nachgewiesen 
werden (LHAFI 2006). Aufgrund des gewählten Untersuchungsverfahrens kann 
allerdings keine Aussage über die Infektiosität der Viren getroffen werden. 
Andere Meeresfrüchte, wie beispielsweise Shrimps, können ebenfalls sekundär mit 
Viren kontaminiert werden. Dies geschieht entweder durch verschmutztes 
Meereswasser oder später bei Verarbeitung und Verkauf. Für Shrimps und andere 
Krustentiere liegen jedoch kaum epidemiologische Daten vor. MITZSCHERLING und 
KÜHNE konnten 2008 bei 25 von 112 Garnelen Noroviren nachweisen. Es handelte 
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sich hierbei vor allem um Black Tiger Shrimps, welche in Uferzonen und 
Flussmündungen gefarmt werden und leicht einer Kontamination durch Abwasser 
ausgesetzt sind. 
Krustentierarten, wie die Pacific white Shrimps, die auf offener See gefangen 
werden, sind demgegenüber weitaus weniger mit Noroviren belastet. 
THONGSAWAD et al. (2007) konnten bei einem Probenumfang von 240 Pacific 
white Shrimps in keiner Garnelenprobe NV nachweisen. 
 
2.6 Tenazität von Noroviren 
Die Tenazität eines Virus beschreibt die Fähigkeit eines Erregers, auch unter nicht 
optimalen Bedingungen bzw. außerhalb lebender Zellen infektiös zu bleiben. Dies 
kann durch verschiedene Eigenschaften des jeweiligen Agens begründet sein, wie 
beispielsweise Temperatur- und Desinfektionsmittelresistenz oder hohe pH-Toleranz.  
Prinzipiell gelten Noroviren als sehr widerstandsfähig gegenüber chemischen und 
physikalischen Umwelteinflüssen. 
 
2.6.1 Norovirus-Surrogate und Kultivierung 
Untersuchungen zur Umweltstabilität der Noroviren werden durch das Fehlen eines 
Tiermodells und die fehlende Möglichkeit einer Virusanzucht in Zellkultursystemen 
erschwert.  
In Laborversuchen werden daher in Ermangelung eines Zellsystems für humane 
Noroviren oft eng verwandte Viren und Partikel als Modellviren, sogenannte 
Surrogate, verwendet. 
DUIZER et al. (2004e) versuchten in 27 verschiedenen Zellsystemen mit 
unterschiedlichen Replikationsmethoden in Kombination mit Zellkultursupplementen, 
wie beispielsweise Insulin, DMSO und Buttersäure, humane NV zu kultivieren. Trotz 
des großen Aufwandes blieben alle Versuche erfolglos. 
Informationen zur Beeinflussung der Infektiosität der Erreger liegen nur aus wenigen 
Studien mit freiwilligen Probanden vor (DOLIN et al. 1972; KESWICK et al. 1985). 
Dieser Umstand erfordert die Verwendung alternativ geeigneter, in Zellkultur 
anzüchtbarer Modellviren, sogenannter Surrogate, mit ähnlicher Morphologie, um 
Rückschlüsse auf die Tenazität der humanen NV zu erlauben. Eine Übersicht häufig 
verwendeter Modellviren ist in Tabelle 3 dargestellt. 
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Tabelle 3 :  NV-Surrogate mit jeweiligem Kultivierungssystem 
 
NV-Surrogat Kultivierung Quelle 
Felines Calicivirus  
(FCV) 
Crandell Reese Feline Kidney 
(CRFK) cells 
Lee und Gillespie 1972 
Bidawid et al., 2003 
Mattison 2007 
Canines Calicivirus  
(CaCV) 
Madin-Darby Canine Kidney 
(MDCK) cells 
Duizer et al. 2004 
Husman et al 2004 
Lethola et al. 2007 
Male Specific 2-Coliphage  
(MS-2) E. coli 
Doré et al., 2000 
Allwood et al. 2004  
Dawson et al., 2005 
Murines Norovirus  
(MNV) 
Mouse leukaemic monocyte 
macrophage cell line  
(RAW 264.7) 
Karst et al 2003 
Wobus et al., 2004  
Cannon et al., 2006 
 
Tenazitätsstudien wurden bisher überwiegend mit den eng verwandten Felinen 
Caliciviren (FCV, Fam. Caliciviridae) durchgeführt. 
Als weitere Surrogate für humane Noroviren werden aber auch canine Caliciviren 
(CaCV, Fam. Caliciviridae), RNA-Bakteriophagen (MS-2 Phage, ssRNA) und auch 
murine Noroviren verwendet.  
Die Eignung der verschiedenen Modellviren wird jedoch nach wie vor kontrovers 
diskutiert. Derzeit gibt es mehrere Studien, die sich mit der mehr oder minder guten 
Eignung der jeweiligen Viren beschäftigen (CANNON et al. 2006; BAE und SCHWAB 
2008; MACINGA et al. 2008). Rückschlüsse von Ergebnissen zur Tenazität von 
Modellviren auf die Tenazität von humanen NV sollten daher stets kritisch betrachtet 
werden.  
Die einzelnen Modellviren reagieren sehr unterschiedlich auf verschiedene 
Umwelteinflüsse und Inaktivierungsmethoden. Dabei sind die Tenazitätsdynamik und 
das Verhalten der einzelnen Surrogatviren untereinander nicht vergleichbar. 
Cannon et al. (2006) führten eine Studie durch, in der sie die Tenazitäten von 
Murinem Norovirus-1 (MNV-1) und FCV verglichen. Sie fanden heraus, dass es 
Unterschiede, aber auch Gemeinsamkeiten in der Empfindlichkeit der verschiedenen 
Viren gibt. Während MNV dabei über einen pH-Bereich von 2 - 10 stabil war, wurde 
FCV bei pH-Werten von <3 und >9 sehr schnell inaktiviert. Weiterhin zeigte sich, 
dass FCV bei Temperaturen von 56 °C stabiler ist al s das MNV. Jedoch wurden 
beide Viren bei Temperaturen von 63 und 72 °C inakt iviert. Unter Kühlbedingungen 
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von 4 °C zeigten beide Viren die gleiche Stabilität . Bei Raumtemperatur zeigte MNV 
eine höhere Tenazität als FCV (CANNON et al. 2006). 
2.6.1.1 Felines Calicivirus 
Das Feline Calicivirus, als bisher meistgenutztes Modellvirus ist leicht zu kultivieren 
und nachzuweisen, was es zu einem geeigneten NV-Surrogat macht. Es wurde 
bereits in zahlreichen Studien verwendet (LEE und GILLESPIE 1973; SLOMKA und 
APPLETON 1998; DOULTREE et al. 1999; GULATI et al. 2001; BIDAWID et al. 
2003; GEHRKE et al. 2004; BIDAWID et al. 2004; TREE et al. 2005; CHEN  et al. 
2005; CLAY et al. 2006; MATTISON et al. 2007a). Es handelt sich dabei um ein dem 
Norovirus verwandten Erreger des Genus Vesivirus innerhalb der Familie der 
Caliciviridae. 
Es besitzt eine Größe von 30-38 nm und eine positiv geladene Einzelstrang-RNA und 
zeichnet sich durch die typischen becherförmigen Einziehungen der 
Kapsidoberfläche als Calicivirus aus. Es ist als infektiöses Agens am 
Katzenschnupfen-Komplex der Feliden beteiligt. 
2.6.1.2 Canines Calicivirus 
Das CaCV wurde vor allem in frühen Studien zur Norovirus-Tenazität verwendet 
(HUSMAN et al. 2004b; DUIZER et al. 2004c; LEHTOLA et al. 2007) und ist 
mittlerweile aufgrund seiner, im Vergleich zu anderen Modellviren, geringen Tenazität 
als Surrogat für humane NV nahezu abgelöst.  
 
2.6.1.3 Murines Norovirus 
Ein weiteres als Surrogat genutztes Virus ist das Murine Norovirus-1. Es wurde 2003 
aus dem Magen-Darm-Trakt gesunder Labormäuse in einem Forschungslabor der 
Washington University in St. Louis, USA als erstes bekanntes Norovirus bei Mäusen 
isoliert (KARST et al. 2003). Es ist wirtsspezifisch und löst nur bei 
immunmanipulierten Mäusen eine klinische Symptomatik aus (siehe auch 2.4.2). 
Mittlerweile lassen sich MNV in Zellkultur in speziellen Mauszelllinien anzüchten und 
vermehren. Als geeignet erwies sich dabei die Zelllinie RAW-264.7 (WOBUS et al. 
2004). Das murine Norovirus gewinnt aufgrund seiner sehr engen Verwandtschaft zu 
den humanen Noroviren als dessen Surrogat immer mehr an Bedeutung und wurde 
seitdem in einigen Tenazitätsstudien verwendet (CANNON et al. 2006; KINGSLEY et 
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al. 2007; LEE et al. 2008; BELLIOT et al. 2008; STEINMANN et al. 2008; BAERT et 
al. 2008b). 
2.6.1.4 MS 2-Phage 
Der MS 2-Phage wird oft als sogenannter Indikator für humane Noroviren verwendet. 
Es handelt sich hierbei um einen Phagen, welcher in speziellen (MS = male specific) 
E. coli-Stämmen repliziert und auf mikrobiologischen Nährböden Plaques bildet. 
Durch seine, den humanen Noroviren ähnliche, RNA-Struktur wird ihm eine 
vergleichbare Tenazität zugeordnet. 
Er kommt vor allem in PCR-Nachweisverfahren von NV in Umwelt- und 
Lebensmittelproben als Extraktionskontrolle zur Anwendung (SHIN und SOBSEY 
1998; ALLWOOD et al. 2004; UMESHA et al. 2008). 
 
2.6.2 Einfluss der Temperatur 
Thermische Verfahren werden oft zur Haltbarmachung von Lebensmitteln verwendet, 
insbesondere, um eine eventuelle Kontamination durch verderbnis- oder / und 
infektionsauslösende Mikroorganismen zu reduzieren oder zu beseitigen. 
Im Allgemeinen haben Temperaturen oberhalb von 20 °C eine reduzierende Wirkung 
auf Viren, während unter Kühl- und Gefrierbedingungen in der Regel ein 
konservierender Effekt zu beobachten ist (DOULTREE et al. 1999; ALLWOOD et al. 
2004; DUIZER et al. 2004a). 
Bereits 1972 wurden Versuche zur Hitzeinaktivierung von humanen Noroviren 
durchgeführt. Durch Versuche mit Freiwilligen, denen erhitztes Stuhl-Ultrafiltrat 
verabreicht wurde, stellte man fest, dass eine 30-minütige Erhitzung auf 60 °C noch 
nicht zur vollständigen Inaktivierung der Infektiosität führt. Ein Teil der Probanden 
erkrankte an einer Norovirusinfektion (DOLIN et al. 1972). 
Weitere Studien wurden überwiegend mit Modellviren durchgeführt. Eine Reihe von 
in-vitro-Versuchen zeigte, dass Temperaturen von ≥ 70 °C zur einer deutlichen 
Reduktion der Virustiter von FCV, caninen Caliciviren und murinen Caliciviren führen 
(DUIZER et al. 2004d; CANNON et al. 2006; BUCKOW et al. 2008). 
Kühlen, Gefrieren und Gefriertauzyklen sind hingegen ungeeignet zur 
Infektiositätsreduktion und Inaktivierung von Noroviren und Norovirus-Surrogaten. 
Durch Gefrieren und unter Kühlbedingungen ließ sich sogar ein konservierender 
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Effekt beobachten (DOULTREE et al. 1999; ALLWOOD et al. 2004; DUIZER et al. 
2004a). 
Die Infektiosität von FCV ist jedoch nicht ausschließlich durch Extremtemperaturen 
und –bedingungen beeinflussbar. Sie ist ebenfalls abhängig von geringeren 
Schwankungen der Umgebungstemperatur. In Suspensionsversuchen erwiesen sich 
FCV als sehr stabil. Beginnend von einer Ausgangskonzentration von 9,25 log10, 
betrug der Titerverlust nach 60 Tagen bei 4°C 4 log 10-Stufen. Bei einer Inkubation 
unter Raumtemperaturen betrug der Titerverlust nach 14 – 21 Tagen 9 log10 -Stufen. 
Bei einer Temperatur von 37 °C waren FCV weniger st abil, hier betrug der 
Titerverlust 1 log10-Stufe pro Tag. In getrocknetem Zustand zeigten sich FCV bei 
4 °C und bei Raumtemperatur vergleichbar stabil. Nu r bei einer Temperatur von  
37 °C verhielt sich das Virus sehr instabil (DOULTR EE et al. 1999). Versuche mit 
MNV und ähnlichem Versuchsaufbau zeigten, dass es nach Inkubation des Virus bei 
30 °C bereits nach 24 Stunden zu einer Infektiositä tsreduktion von 5 log10-Stufen 
kam. Hingegen war bei Temperaturen von 20 °C und 4 °C  und einer Lagerung über 
40 Tage lediglich eine Reduktion < 2 log10-Stufen zu verzeichnen (LEE et al. 2008). 
Größere Effekte lassen sich durch Kombination mehrerer infektiösitäts-
beschränkender Einflüsse erreichen (siehe ff.). 
 
2.6.3 Einfluss von Natriumchlorid 
Natriumchlorid wird in der Lebensmittelindustrie zur Salzung verschiedenster 
Produkte und der damit verbundenen Geschmacksgebung, aber auch zur 
Konservierung verwendet. Durch den Salzgehalt im Lebensmittel kommt es zu einer 
Erniedrigung des frei verfügbaren Wasseranteils im Lebensmittel. Es kommt so zu 
einer bakteriostatischen bzw. bakterioziden Wirkung gegenüber vielen 
lebensmittelassozierten Bakterien. Der NaCl-Gehalt in Lebensmitteln führt also zu 
einer Reduktion unerwünschter Keime. Ob dieser Effekt auch auf Viren übertragbar 
ist, ist zur Zeit noch nicht bekannt. Bisher existieren nur wenige Studien zum Einfluss 
von Natriumchlorid auf die Tenazität von Noroviren und dessen Surrogate. 
Es ist möglich, die Infektiosität der Viren durch den Natriumchlorid-Gehalt in 
Lösungen zu beeinflussen. Frühe Untersuchungen zeigten, dass Natriumchlorid zur 
Erhöhung der Hitzeresistenz von FCV führt (LEE und GILLESPIE 1973). Auch eine 
Effektivitätsminderung von Hochdruckpasteurisationsverfahren in Anwesenheit von 
NaCl konnte festgestellt werden (KINGSLEY und CHEN 2008). 
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Höhere Salzkonzentrationen an sich haben einen reduzierenden bzw. inhibitorischen 
Effekt auf die Infektiosität verschiedener NV-Surrogate. In Studien mit MNV konnten 
diese Effekte bestätigt werden. Im Vergleich zu Natriumchlorid-freien 
Versuchsbedingungen nahm die Stabilität der Viren mit erhöhtem Salzgehalt deutlich 
ab (LEE et al. 2008). 
Durch Versuche mit Meerwasser konnte gezeigt werden, dass es im 
Vergleichsversuch mit einem salzfreien Medium und dem natürlichen Salzgehalt des 
Wassers bei letzterem zu einer deutlichen Reduktion der Infektiosität kam. 
Beispielsweise zeigt FCV in Meerwasser bei einer Lagerung über 40 Tage bei 4 und 
10 °C eine Reduktion der Infektiosität um 1-3 log 10-Stufen, während bei einer 20 °C- 
Lagerung eine Infektiositäsreduktion von über 7 log10-Stufen stattfindet (RZEZUTKA 
und COOK 2004). 
 
2.6.4 Einfluss des pH-Wertes 
Vor allem rohe Lebensmittel werden mit Hilfe von Technologien, durch welche der 
pH-Wert verändert wird, haltbar gemacht. Insbesondere werden dafür saure pH-
Werte genutzt. Lee und Gillespie fanden schon 1972 heraus, dass pH-Werte <3 und 
>9 zu einer Inaktivierung von FCV führen, wobei einige FCV-Stämme empfindlicher 
als andere reagieren. Bei sauren pH-Werten kommt es zu einem deutlichen Abfall 
der Infektiosität von FCV (BUTOT et al. 2008). Bereits bei einem pH-Wert von 6 war 
nach einer 30-minütigen Inkubation eine Titerreduktion von FCV um 0,66 log10-
Stufen feststellbar (DUIZER et al. 2004b). 
MNV scheinen stabiler gegenüber pH-Veränderungen zu sein. Suspensionsversuche 
mit MNV zeigten, dass es in einem pH-Bereich von 2 bis 10 nur zu einer marginalen 
Infektiositätsreduktion von weniger als 1 log10-Stufe kommt (CANNON et al. 2006). 
 
2.6.5 Einfluss von Druck 
Hydrostatische und hydrodynamische Drücke werden in der Lebensmittelindustrie 
vor allem bei flüssigen und empfindlichen Lebensmitteln zur Reduktion 
unerwünschter Keime auf der Lebensmitteloberfläche und als 
Druckpasteurisationverfahren angewendet. Im Allgemeinen ist für die Inaktivierung 




Kombiniert man höhere Temperaturen zum Beispiel mit einem gesteigerten 
hydrostatischen Druck, lässt sich bereits bei 15 °C  und 450 MPa innerhalb einer 
Minute ebenfalls eine Reduktion der Infektiosität von FCV um mehr als 7 log10-Stufen 
erreichen (BUCKOW et al. 2008).  
Drücke von 275 MPa führen innerhalb von fünf Minuten zu einer Inaktivierung von 
FCV um 7 log10-Stufen (KINGSLEY et al. 2002). 
MNV scheinen druckresistenter zu sein als FCV. Zur effektiven Inaktivierung der 
Erreger sind Drücke von 450 MPa (20 °C) notwendig. Weiterhin konnte festgestellt 
werden, dass niedrige Temperaturen die Wirkung des hydrostatischen Druckes 
inhibieren (KINGSLEY et al. 2007). Eine weitere Hemmung der Effektivität von 
Druckbehandlungen konnte in Anwesenheit von NaCl und Sucrose festgestellt 
werden (KINGSLEY und CHEN  2008). 
Chen et al. (2005) fanden durch ihre Untersuchungen zu nonthermalen 
Pasteurisationsverfahren heraus, dass FCV durch Hochdruck in Kombination mit 
verschiedenen Temperaturen schnell inaktivierbar ist. Die höchste Resistenz 
gegenüber der Druckbehandlung zeigte das Virus bei Raumtemperatur (CHEN et al. 
2005). Für die Druckpasteurisation sollten daher möglichst Temperaturen über bzw. 
unter 20 °C gewählt werden. 
 
2.6.6 Einfluss von UV- und Gamma-Strahlung 
Eine wirksame Infektiositätsverringerung kann auch durch ionisierende Strahlung 
erreicht werden. Es werden dabei UV- und Gamma-Strahlung eingesetzt. Eine 
Lebensmittelbehandlung durch Strahlung ist jedoch nach wie vor stark umstritten. 
Ionisierende Strahlung wird auf EU-Ebene in Belgien, Frankreich und den 
Niederlanden für Gewürze und Kräuter eingesetzt. In den USA wird ionisierte 
Strahlung zur Insektenbehandlung bei Obst verwendet. 
Verschiedene Studien zu CaCV und FCV zeigten, dass eine UV-Strahlung von 120 
J/m2 bei Wellenlängen von 254 nm eine deutliche Reduktion der Tenazität bewirkte 
(DUIZER et al. 2004a; HUSMAN et al. 2004b; FINO und KNIEL 2008). Für MNV 
liegen effiziente Strahlungen bei 25 mJ/cm2 und 254 nm, um eine Reduktion von 
>3log10-Stufen zu erzielen (LEE et al. 2008). 
Eine Gamma-Strahlung von 500 Gy für FCV und 300 Gy für CaCV bewirkte eine 




2.6.7 Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln 
Während behüllte Viren durch ihre angreifbare Lipidhülle in der Regel gut durch 
Desinfektionsmittel unschädlich gemacht werden können, stellen unbehüllte Viren 
eine Herausforderung für die meisten Desinfektionsmittel dar. Caliciviren gehören zu 
den unbehüllten Viren und können daher nur in gewissem Umfang mit lipidartigen 
Substanzen reagieren. Für die humanen Caliciviren liegen nur wenige 
Untersuchungen zur Desinfektionsmittelresistenz vor. Das FCV ist dagegen besser 
untersucht. Hierbei ergaben Studien, dass sich Caliciviren und Adenoviren in ihrer 
Empfindlichkeit gegenüber Desinfektionswirkstoffen zu ähneln scheinen 
(RHEINBABEN 2002) . 
Die Konzentration der für eine alkoholische Händedesinfektion zu verwendenden 
Lösungen wird kontrovers diskutiert. Die Wirksamkeit verschiedener Alkohole in 
unterschiedlicher Konzentration wurde an Felinen Caliciviren in 
Suspensionsversuchen und Versuchen mit kontaminierten Fingerspitzen untersucht 
(GEHRKE et al. 2004). Ethanol und 1-Propanol-Lösungen zeigten die beste 
Wirksamkeit. In den Versuchen mit kontaminierten Fingerspitzen waren 70%-ige 
Ethanol-Lösungen wirksamer als 90 %-ige. Auch in den Suspensions-Versuchen 
wiesen die höchsten Wirkstoffkonzentrationen nicht die beste Wirksamkeit auf. 
Abschließende Aussagen zur einzusetzenden Wirkstoffkonzentration sind anhand 
der vorliegenden Untersuchungsergebnisse derzeit nicht möglich. 
Aufgrund der eingeschränkten Wirksamkeit alkoholhaltiger Desinfektionsmittel 
gegenüber Caliciviren ist ein konsequenter Schutz vor einer Händekontamination 
durch das Tragen nicht steriler Handschuhe zum Eigenschutz erforderlich. 
Zur Flächendesinfektion sind Präparate auf Basis von Natriumhypochlorit, 
Natriumbicarbonat oder Sauerstoffabspaltern geeignet (MALIK et al. 2006; JIMENEZ 
und CHIANG 2006). Auch Glutaraldehyd und auf Jodid basierende Lösungen sind 
wirksam zur Inaktivierung von FCV (DOULTREE et al. 1999). 5 %-ige 
Natriumbicarbonatlösung zeigt bei Raumtemperatur innerhalb von einer Minute eine 
effektive Wirksamkeit (Reduktion um 4 log-Stufen, entspricht 99,99%) gegenüber 
FCV. Aldehyde sind allgemein in ihrer Wirksamkeit sehr umstritten (POSCHETTO et 
al. 2007). Eine Kombination von Natriumbicarbonat mit Aldehyden oder 
Wasserstoffperoxid verminderte die viruzide Wirkung (MALIK et al. 2006). 
Es sind Präparate einzusetzen, deren Viruzidie entsprechend der Definition des 
Wirkungsbereichs B, der Liste der vom RKI geprüften und anerkannten 
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Desinfektionsmittel und –verfahren, als wirksam geprüft wurden. Zur 
Flächendesinfektion werden insbesondere aldehydische Präparate oder auch 
Sauerstoffabspalter empfohlen. Letztere zeigen allerdings einen beachtlichen 
Eiweißfehler: In Gegenwart von Blut können sie eine erheblich reduzierte viruzide 
Wirkung zeigen (RHEINBABEN 2002). 
Als wirksam erwies sich eine Kombination von verschiedenen Desinfektionsmitteln. 
Ein auf Ethanol-basierendes Händedesinfektionsmittel, welches zusätzlich 
polyquarternäre Ammoniumverbindungen und organische Säuren enthielt, zeigte 
eine effiziente Reduktion von MNV und FCV um >3 log10-Stufen (MACINGA et al. 
2008).  
In Versuchen mit Freiwilligen konnte schon 1985 gezeigt werden, dass humane 
Noroviren relativ resistent gegen eine Behandlung von Trinkwasser mit Chlor sind. 
Während andere Erreger, wie Rota- und Polioviren durch eine Konzentration von 
3,75 mg Chlor/Liter Wasser ihre Infektiosität verloren, blieb das humane Norovirus 
stabil und führte zur Infektion bei fünf von sieben Probanden (KESWICK et al. 1985). 
Feline Caliciviren können durch herkömmliche Chlor-Konzentrationen und übliche 
Kontaktzeiten inaktiviert werden (THURSTON-ENRIQUEZ et al. 2003). 
 
2.6.8 Tenazität von Noroviren und Norovirus-Surrogaten in Lebensmitteln 
Noroviren besitzen als hüllenlose Viren eine sehr hohe Tenazität gegenüber einer 
Vielzahl von äußeren Einflüssen. Sie sind resistent gegenüber extremen pH-Werten, 
Hochdruckbehandlung und Temperaturen bis 70 °C. Dah er stellen vor allem 
Lebensmittel, welche roh verzehrt oder nur schwach erhitzt werden, eine 
Infektionsgefahr für den Menschen dar. 
NV wurden bisher in Muscheln, Garnelen, Himbeeren, Salat und Convenience-
Produkten nachgewiesen (DOWELL et al. 1995; PRATO et al. 2004; KORSAGER et 
al. 2005; WIDDOWSON et al. 2005; NG et al. 2005; GODOY et al. 2005; SCHMID et 
al. 2007; VIVANCOS et al. 2009). 
Jedoch können auch viele andere Lebensmittel sekundär eine Infektionsquelle 
darstellen, wenn diese, beispielsweise durch infizierte Personen oder virusbehaftete 
Oberflächen kontaminiert wurden.  
Aus diesem Grund müssen für die jeweiligen Lebensmittel geeignete Methoden 
gefunden werden, um ein Infektionsrisiko zu vermeiden und gleichzeitig 
produktspezifische Eigenschaften zu erhalten.  
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Besonders Lebensmittel, die durch thermische Behandlung rasch an Geschmack und 
Nährwert verlieren würden, stellen im Falle einer Kontamination ein Problem dar, da 
sie nicht bzw. nur beschränkt thermischen Prozessen ausgesetzt werden können.  
Um Aussagen zur Tenazität von Noroviren in Lebensmitteln zu treffen, existieren nur 
wenige Infektionsversuche mit Probanden. In Ermangelung eines Zellsystems für 
humane Noroviren wurde in diesen Studien auch hier auf Surrogat-Viren, wie Feline 
Caliciviren, MS-2-Phagen und Murine Noroviren,  zurückgegriffen (siehe auch 2.6.1). 
In einer Tenazitätsstudie mit FCV, das auf unterschiedliche Matrices, wie Salat, 
Erdbeeren, Schinken und Stahl aufgebracht wurde, konnte über einen Zeitraum von 
7 Tagen auf allen untersuchten Oberflächen infektiöses Virus nachgewiesen werden. 
Auf Schinken konnte eine geringe Titerreduktion festgestellt werden als auf den 
anderen Oberflächen (MATTISON et al. 2007a). 
 
2.6.8.1 Erhitzungs- und Pasteurisierungsverfahren 
Übliche Erhitzungs- und Pasteurisierungsverfahren mit Temperaturen von >70 °C 
(2min) führen zu einer Inaktivierung von FCV um >3 log10-Stufen (DOULTREE et al. 
1999). Ähnliche Ergebnisse lieferten Untersuchungen aus Belgien. MNV-1 wurde in 
Himbeerpüree einer Temperatur von 75 °C (15 sec.) a usgesetzt. Dabei war eine 
Titerreduktion um 2,81 log10-Stufen zu verzeichnen (BAERT et al. 2008a). 
Auch das Blanchieren von mit MNV kontaminiertem Spinat bei 80 °C für 1 Minute 
bewirkte eine deutliche Reduktion von 2,44 log10-Stufen (BAERT et al. 2008b).  
Die Infektiosität der Viren kann jedoch auch durch die Umgebungstemperatur bedingt 
beeinflusst werden. ALLWOOD et al. (2004) fanden heraus, dass FCV über einen 
Zeitraum von 14 Tagen in Salat und Kohl bei 4 °C un d 25 °C nachweisbar ist, jedoch 
nur 24 Stunden Temperaturen von 37 °C stand hält. 
 
2.6.8.2 Einfrieren und Trocknungsverfahren 
Einfrieren oder Sprüh- und Gefriertrocknung, welche u.a. bei Eisprodukten, 
Trockenmilch und Instantsuppen zur Anwendung kommen, haben kaum Einfluss auf 
die Infektiosität von FCV (DOULTREE et al. 1999). Auch Versuche zum Einfrieren 
von Beerenfrüchten bestätigten die o.g. Ergebnisse. Hierbei wurden Erd- und 
Himbeeren über einen Zeitraum von drei Monaten eingefroren, wobei sich nur eine 
geringe Reduktion von FCV zeigte (BUTOT et al. 2008). Bei Versuchen unter 
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ähnlichen Bedingungen mit dem MNV und einer Gefrierlagerung von Zwiebeln und 
Spinat konnte auch nach sechs Monaten keine Reduktion der Infektiosität festgestellt 
werden (BAERT et al. 2008b). 
2.6.8.3 UV-Bestrahlung 
Von besonderem Interesse für die Lebensmittelindustrie sind nonthermale 
Behandlungsmethoden, um insbesondere auch temperaturempfindliche Produkte 
effektiv zu dekontamineren. Inaktivierungsversuche mit UV-Bestahlung von mit FCV 
kontaminierten Zwiebeln, Salat und Erdbeeren ergaben eine deutliche Reduktion. 
Die effektivste Inaktivierung zeigte sich bei Salat mit 4,5 log10 TCID50. Die geringste 
Reduktion war mit 1,9 log10 TCID50 bei Erdbeeren zu verzeichnen. Variationen in der 
Strahlungsdosis von 40, 120 und 240 mW s/cm2 ergaben keine signifikanten 
Unterschiede in der Virusreduktion (FINO und KNIEL 2008). 
 
2.6.8.4 Säuerung 
Eine weitere Möglichkeit die Tenazität der Viren zu beeinflussen, bietet der pH-Wert. 
Ein saurer pH-Wert im Lebensmittel bewirkt eine Infektiositätsminderung bei Viren. 
Studien in denen FCV auf gefrorene Erd- und Himbeeren aufgebracht wurde, 
zeigten, dass im Vergleich zu neutralen pH-Werten die Infektiosität der Viren durch 
die Fruchtsäuren reduziert wurde (BUTOT et al. 2008).  
1972 wurden Studien mit Freiwilligen durchgeführt, in denen Fruchtsäfte artifiziell mit 
humanen Noroviren kontaminiert wurden. Es zeigte sich, dass eine Säuerung, zum 
Beispiel in Fruchtsäften mit einem pH-Wert von 2,7 nach 3-stündiger Inkubation 
lediglich zu einer unvollständigen Virusinaktivierung führt. Einige der Probanden 
erkrankten nach oraler Aufnahme dieser kontaminierten Fruchtsäfte an einer 
Norovirusinfektion (DOLIN et al. 1972). 
Auch in künstlich kontaminierten und marinierten Muscheln konnte eine deutliche 
Virusinaktivierung verzeichnet werden. FCV wurde bei einer Lagerung über 4 
Wochen und einem pH von 3,75 inaktiviert (HEWITT und GREENING 2004). 
 
2.6.8.5 Hochdruckbehandlung 
Durch Studien zur Hochdruckbehandlung von Wurstprodukten konnte festgestellt 
werden, dass es durch hydrostatische und hydrodynamische Drücke von 275 bis 450 
MPa zu einer Reduktion von FCV kommt (SHARMA et al. 2008). Die Forscher geben 
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jedoch zu bedenken, dass durch dieses, auch als „kalte Pasteurisation“ bezeichnete 
Verfahren, Viren, die durch die Oberfläche der Würste dringen, nicht vollständig 
inaktiviert werden könnten. Oberflächliche Behandlungen von Lebensmitteln 
bewirken zwar eine Reduktion der Infektiosität, bleiben jedoch für im Inneren der 
Produkte enthaltene Viren ohne Effekt. 
 
2.6.8.6 Waschen und Spülen 
Das alleinige Waschen und Spülen von Lebensmitteln, wie es beispielsweise bei 
Rohkost zur Anwendung kommt, ist relativ ungeeignet zur Virusreduktion. Vielmehr 
kann es durch möglicherweise im Wasser befindliche Viren zu einer 
Kreuzkontamination kommen. In einem Simulationsversuch konnte bei mit MNV 
kontaminiertem Wasser (5 log PFU/ml) eine Übertragung auf darin „gewaschene“ 
Zwiebeln und Spinatblätter von 3 log PFU/ml nachgewiesen werden (BAERT et al. 
2008b). Durch Zugabe von industriellen, für Lebensmittel geeignete, 
Desinfektionsmitteln wie Peressigsäure in einer Konzentration von 20 ppm in das 
Waschwasser von Rohkost (Salat, Zwiebeln etc.) konnte nach einer Einwirkzeit von 





Da humane Noroviren bisher in-vitro nicht kultivierbar sind, stützt sich deren 
Nachweis auf empfindliche molekularbiologische Detektionsverfahren mittels 
Reverser Transkription (RT) und Polymerase Kettenreaktion (PCR), um auch 
geringste Viruskonzentrationen nachweisen zu können. Die PCR wird derzeit als 
Goldstandard in der Norovirus-Diagnostik angesehen (KOCH et al. 2006). Selbst 
neue Genotypen können über diesen Weg gefunden werden. 
Molekularbiologische Methoden weisen die An- bzw. Abwesenheit eines jeweiligen 
Agens nach, ohne eine Aussage über Tenazität oder Infektiosität zu treffen. Das 
Klonieren und Sequenzieren des Norovirus-Genoms führte 1990 zur Entwicklung der 
RT-PCR-Assays zum Nachweis von NV in Kleinst- und Umweltproben. In der 
Diagnostik werden verschiedene Methoden zum Virusnachweis in Lebensmitteln mit 
jeweils unterschiedlicher Eignung für die jeweilige Matrix bereits erfolgreich 
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angewandt (LE GUYADER et al. 2004; MÄDE und KAHLE 2005). Für die 
unterschiedlichen Lebensmittel müssen jeweils spezielle Aufreinigungsmethoden 
entwickelt werden, um die Viren aus der umgebenden Matrix zu isolieren (SCHWAB 
et al. 2000; RZEZUTKA et al. 2005; BUTOT et al. 2007; KIM et al. 2008). Ein häufig 
beim PCR-Nachweis von Lebensmittel-assozierten Pathogenen auftretendes 
Problem ist die Anwesenheit von Inhibitoren, die aus der Lebensmittelmatrix 
stammen und zu falsch negativen Ergebnissen führen können. Diese 
matrixspezifischen Inhaltsstoffe, wie zum Beispiel Huminsäuren, beeinträchtigen die 
Probenaufbereitung und behindern so die moleklarbiologischen Detektionsverfahren. 
Auch können verschiedene im Lebensmittel enthaltene Stoffe die Viren vor einer 
Inaktivierung schützen. Sehr fetthaltige Lebensmittel können beispielsweise einen 
protektiven Effekt auf die RNA der Viruspartikel haben (MORMANN et al. 2008). Für 
den Nachweis von Noroviren hat sich zum Aufschluss des Gewebes bisher die 
Verwendung von Proteinase K bewährt (COMELLI et al. 2008).   
Prinzipiell gliedert sich der Virusnachweis jedoch in vier Schritte:  
1. Ablösen der Viren von seiner jeweiligen Matrix und physikalische Anreicherung  
2. RNA-Extraktion 
3. Reverse Transkription und PCR  
4. Detektion und Verifizierung 
Die konventionelle PCR erwies sich verschiedenen Studien zufolge als sensitiv 
(BEURET et al. 2002; VINJE et al. 2003; MÄDE und KAHLE 2005). Die 
Nachweisgrenze von Noroviren liegt bei 20 PCR-Units, was etwa 10-100 
Viruspartikeln entspricht (MÄDE und KAHLE 2005). Durch die Kombination von 
einem Real-time-Primersystem mit einer „minor groove binder“ (MGB) - Sonde nach 
Höhne und Schreier konnte in einer vergleichenden Studie die höchste Sensitivität 
festgestellt werden (SCHULZE und CARL 2007). 
 
2.7.2 ELISA 
Des Weiteren stehen der Norovirus-Diagnostik immunologische Nachweisverfahren 
in Form von kommerziellen ELISA-Tests zur Verfügung (IDEIATM Norwalk like Virus, 
Fa. DAKO und Ridascreen Norovirus ELISA), die mit Hilfe von Antikörpern gegen 
verschiede NV-Genotypen das Agens nachweisen. Diese Detektionsmöglichkeiten 
sind auf den Nachweis von Noroviren aus humanen Stuhlproben ausgerichtet. Sie 
eignen sich allerdings bislang nur bedingt für die Diagnostik, da sie 
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Viruskonzentrationen von mindestens 105 benötigen, um diese mit ausreichender 
Sensitivität und Spezifität nachzuweisen. Es empfiehlt sich daher die Bestätigung von 
ELISA-Resultaten anhand von PCR-Diagnostik. 
Derzeit kommen in der Diagnostik in Europa verstärkt der IDEIA Norovirus ELISA 
(Oxoid, Thermo Fisher Scientific, Ely, UK) und der RIDASCREEN Norovirus ELISA 
(R-Biopharm, Darmstadt, DE) zur Anwendung. In einem Vergleichstest konnte 
festgestellt werden, dass mit dem IDEIA Norovirus ELISA eine größere Breite von 
Norovirus-Antigenen detektiert werden kann, als mit dem RIDASCREEN Norovirus 
ELISA-Test (GRAY et al. 2007). 
 
2.8 Rohwurst 
Gemäß den Leitsätzen des Deutschen Lebensmittelbuches (PREUß 2008) für 
Fleisch und Fleischerzeugnisse handelt es sich bei Rohwürsten laut definitionem um 
umgerötete, ungekühlt (> +10 °C) lagerfähige, roh z um Verzehr gelangende 
Wurstwaren, die streichfähig oder nach einer mit Reifung verbundenen Austrocknung 
schnittfest geworden sind. 
Rohwürste werden im Wesentlichen aus rohem Schweine-, Rind- und /oder 
Geflügelfleisch sowie Speck und Gewürzen hergestellt. 
Das Fleisch wird unter Zugabe von Nitritpökelsalz und der weiteren Zutaten im Kutter 
bis zur erwünschten Körnung zerkleinert und anschließend in atmungsaktive, 
elastische Kunst- oder Naturdärme abgefüllt. 
Die Haltbarkeit bedingt sich durch Salzgehalt, Reifung und/oder Räucherung. 
Nach EISGRUBER und BÜLTE (2006) sollte für die Herstellung von 
Rohwurstprodukten ausschließlich mikrobiell gering belastetes Ausgangsmaterial 
verwendet werden. Insbesondere darf der Gehalt an Staphylococcus aureus von 103 
KbE/g nicht überschritten werden. Die aerobe mesophile Keimzahl von ausgereiften 
fertigen Rohwürsten liegt bei 108 KbE/g. Weitere mikrobielle Richtwerte für 
Rohwürste liegen für Laktobacillen bei 108 KbE/g und Enterobacteriaceae bei 102 
KbE/g. Weitere Infektionserreger, die mit rohen Wurstprodukten aus Schweinefleisch 
in Verbindung gebracht werden konnten, sind häufig Salmonella spp., Escherichia 
coli, Yersinia enterocolitica, Hepatitis E-Viren und auch Noroviren (LUKASOVA et al. 
2004; BUCHER et al. 2008; MATARAGAS et al. 2008; VIVANCOS et al. 2009). 
Die Leitsätze des deutschen Lebensmittelbuches 2008 (PREUß 2008) unterscheiden 
zwischen streichfähigen und schnittfesten Rohwürsten. 
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2.8.1 Streichfähige Rohwurst  
Streichfähige Rohwürste sind Produkte, die sortenabhängig gereift, umgerötet, 
jedoch nur gering abgetrocknet und daher nicht zur längeren Lagerung bestimmt 
sind. Das aus zerkleinertem Fettgewebe freigesetzte Fett umhüllt die 
Fleischteilchen und bewirkt die produkttypische Streichfähigkeit, die bei fein 
zerkleinerter Ware am ausgeprägtesten ist.  
Beispiele für streichfähige Rohwürste laut den Leitsätzen des Deutschen 
Lebensmittelbuches sind: Teewurst, Mettwurst, Zwiebelmettwurst, 
Braunschweiger, Pfeffersäckchen, Schmierwurst, Vesperwurst. 
2.8.1 Schnittfeste Rohwurst 
Schnittfeste Rohwürste sind gereifte, unangeschnitten ohne Kühlung lagerfähige 
Produkte. Das durch das Nitritpökelsalz an die Oberfläche der Fleischteilchen 
ausgetretene Muskeleiweiß führt im Verlauf der Reifung zu einer Verbindung der 
Fleisch- und Fettgewebeteilchen und ist somit für die Schnittfestigkeit verantwortlich.  
Beispiele für schnittfeste Rohwürste laut den Leitsätzen des Deutschen 
Lebensmittelbuches sind: Salami, Salametti, Rindswurst, Schlackwurst, Mettwurst, 
Cervelatwurst, Plockwurst, Kabanossi, Polnische, Thüringer Knackwurst, Landjäger. 
2.8.3 Rohwurstreifung  
Die Rohwurstreifung ist ein empfindlicher Prozess, der durch mikrobielle 
Stoffwechselvorgänge für die gewünschte Säuerung, Aromabildung, Schnittfestigkeit 
und Haltbarkeit sorgt (STIEBING und ARNETH 1995). Beim Reifeprozess wandeln 
Lactobacillen den fleischeigenen und zugesetzten Zucker in Milchsäure und 
aromawirksame Substanzen um. Für eine schnelle und stabile Säuerung werden 
meist Mono- und Disaccharide zugesetzt. Milchsäurebakterien sind ubiquitär in der 
natürlichen Flora des Rohmateriales Fleisch enthalten, werden jedoch auch häufig 
zwecks einer gezielten Säuerung und Aromabildung als sogenannte Starterkulturen 
zugegeben. Die so erreichte Absenkung des pH-Wertes führt zu einer verminderten 
Wasserbindungsfähigkeit des Brätes, welche Austrocknung und Schnittfestigkeit zur 
Folge hat. Je schneller diese Absenkung des pH-Wertes erfolgt, umso sicherer gilt 
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das jeweilige Lebensmittel (LEROY et al. 2006). Verschiedene Studien ergaben, 
dass bestimmte Stämme von Starterkulturen einen hemmenden Effekt auf 
unerwünschte Keime haben. So zeigte beispielsweise Lactobacillus helveticus T 78 , 
welcher Rohwurstprodukten zugesetzt wurde, einen Antagonismus zu verschiedenen 
Stämmen von Staphylococcus aureus (GOMOLKA-PAWLICKA et al. 2004). Das 
Bacteriocin Reuterin, welches nur einige Lactobacillus reuteri-Stämme produzieren, 
ist in der Lage das Wachstum von Listeria monocytogenes zu inhibieren (KULEASAN 
und CAKMAKCI 2002). Ob ähnliche Effekte auch für Viren zutreffen, ist bisher nicht 
bekannt.  
Rohwürste können geräuchert oder ungeräuchert sowie mit oder ohne erwünschten 
Schimmelbelag hergestellt werden. In Deutschland gelangen Rohwürste 
überwiegend in geräucherter Form zum Verbraucher, wobei hier in der Regel die 
Kalträucherung zur Anwendung kommt. In mediterranen Ländern wird hingegen oft 
luftgetrocknete Ware produziert. Für bestimmte Richtungen der Aromaausprägung 
oder Schimmelbildung werden einigen Produkten Hefen (Debaryomyces hansenii), 
Mikrokokken (Kokuria varians, Staphylococcus carnosus, Staphylokoccus xylosus) 
und Penicillium-Schimmelpilze (Penicillium chrysogenium, Penicillium nalgiovense) 
zugesetzt (BÜLTE 1996). Die Würste reifen während des Trocknens in klimatisierten 
Räumen bei 15 bis 22 °C. 
2.8.4 Hürdentechnologie zur Haltbarmachung von Lebensmitteln 
Die Haltbarkeit von Lebensmitteln wird seit jeher durch Prozesse wie Erhitzen, 
Trocknen, Salzen, Säuerung und Fermentierung bestimmt. Die mikrobiologische 
Stabilität und Sicherheit sowie die sensorische Qualität der meisten Lebensmittel 
beruht jedoch in der Regel nicht auf einer Einzelwirkung eines Prozesses, sondern 
auf der Kombination verschiedener Faktoren (Hürden). Diese kombinierte Wirkung 
wird nach Leistner als „Hürden-Effekt“ bezeichnet (LEISTNER 1978) und beschreibt 
die komplexe Interaktion einzelner konservierender Faktoren für die mikrobiologische 
Haltbarkeit von Lebensmitteln (Abbildung 6). Leistner fand heraus, dass 
beispielsweise eine milde Reduktion des aw-Wertes in Kombination mit anderen 
konservierenden Maßnahmen zu einem stabilen und haltbaren Lebensmittel führt, 
ohne dass die extreme Veränderung eines einzelnen Parameters notwendig ist 
(LEISTNER 1978). Der Hürdeneffekt wird bei der Herstellung, Verarbeitung und 
Lagerung vieler Lebensmittel genutzt. Durch die Kombination einzelner Faktoren 
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miteinander lassen sich lebensmittelrelevante Keime, wie beispielsweise Salmonella 
spp. und Listeria monocytogenes deutlich reduzieren (LEISTNER und RÖDEL 1976, 
JUNTTILA 1989). 
Bedeutende Hürden stellen Temperatur, Wasseraktivität, Redoxpotential und der pH-
Wert im Lebensmittel dar.  
 
Abbildung 6:  Hürdeneffekt nach Leistner  
(aus Hurdle Technologies. Combination Treatments for Food Stability, Safety and Quality,  
New York, 2002)  
t – Temperature, aw – Wasseraktivitätswert, pH – pH-Wert,  
Eh – Redoxpotential, pres. – Zusatzstoffe/Konservierungsstoffe 
 
Für die mikrobiologische Stabilität von Rohwurst während Reifung und Lagerung 
sind, geordnet entsprechend der zeitlichen Reihenfolge ihrer Wirksamkeit, folgende 
Faktoren von Bedeutung: Nitrit, Redoxpotential, Konkurrenzflora (MSB), Säuregrad, 
Rauch und Wasseraktivität (SINELL 1996). 
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 
3.1.1 Virus und Zellkultur 
Das für die Studien verwendete Feline Calicivirus (FCV, Stamm KS 20) wurde 1995 
aus an Katzenschnupfen erkrankten Katzen an der LMU München isoliert.  
Als Virusnachweissystem und zur Vermehrung der Viren dienten 
Einschichtzellkulturen der permanenten Zelllinie Crandell-Reese-Feline-Kidney-
Zellen (CRFK) der 115. bis 232. Passage (Stock Cell-Linie zur Verfügung gestellt von 
den Impfstoffwerken Dessau-Tornau GmbH (IDT)). 
Die Morphologie der Zellkulturen mit und ohne Vorhandensein eines cytopathischen 
Effektes (cpE) ist unter Punkt 3.2.4 dargestellt. 
 
3.1.2 Rohmaterial für die Wurstherstellung 
Das Schweine- und Rindfleisch sowie der Speck und die Wursthüllen wurden von der 
Firma Schafft, Unilever Deutschland GmbH, Ansbach zur Verfügung gestellt.  
Das Rohmaterial war bereits vorzerkleinert und bei –20 °C tiefgefroren und wurde bis 
zur Durchführung der Versuchsreihen bei –20 °C gela gert. 
 
Tabelle 4: Für die Wurstherstellung wurden folgende Rohmaterialien verwendet: 
Schweinefleisch S I vorzerkleinert, schockgefrostet –20 °C 
Rindfleisch R I vorzerkleinert, schockgefrostet –20 °C 
Schweinespeck V  vorzerkleinert, schockgefrostet –20 °C 
Natriumchlorid >99,8 % Art.-Nr. 9265.1,  Fa. Roth GmbH & Co.KG 
Pfeffer, schwarz, gemahlen SCHUCO Gewürze, Nürnberg 
Glucono-delta-Lacton (GdL) Fa. Jungbunzlauer 
Natriumnitrit, reinst MERCK KgaA, Darmstadt 
Natrium (L)-Ascorbat Fa. Diagonal 
Kunststoffdarm für Salami  Nalo Faser I farblos, Kaliber 40, Firma Kalle GmbH, Wiesbaden 
Cellulosefaserdarm für Mettwurst Nalo Callulosehydrat-Hüllen, Kaliber 38 Firma Kalle GmbH, Wiesbaden 
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3.1.3 Virusdiagnostik 
Tabelle 5: Für die Virusdiagnostik wurden folgende Materialien verwendet 
Vent-Zellkulturflaschen 
(Zellwachstumsfläche 75 cm²) TPP AG, Trasadingen, Ch 
96-well Zellkulturtestplatten 
(Zellwachstumsfläche 0,31 cm²) 96-well flat, TPP AG, Trasadingen, CH 
Natriumchlorid >99,8 %, Roth GmbH & Co.KG 
Di-Natrium-Hydrogen-Sulfat 




<95%, Roth GmbH & Co.KG 
Kaliumchlorid (KCl) Isocommerz, Herberg 
Natriumnitrit, reinst MERCK KgaA, Darmstadt 
DL-Milchsäure, 90 %, synthetisch Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe 
Dulbecco`s modified Eagle`s medium Biochrom AG, Berlin, D 
Fetales Kälberserum FBS, Biochrom AG, Berlin 
nichtessentielle Aminosäuren NEA, Biochrom AG, Berlin 
Glutamin Biochrom AG, Berlin 
Penicillin Biochrom AG, Berlin 
Streptomycin Biochrom AG, Berlin 
Trypsin Trypsin 250; Biochrom AG, Berlin 
Versen Biochrom AG, Berlin 
Stomacherbeutel mit Filter Bag Light 20 x 25, 400 ml, Fa. Transia 
Sterile 1xPipetten 5 ml Fa. LP ITALIANA SPA,Milano Italy 
Sterile Spritzen Trefflab, Schweiz, 50 Stk 
Spritzenvorsatzfilter 0,22 µm TPP AG, Trasadingen, CH, 
Sterile Pipettenspitzen 1000 µl Trefflab, Schweiz, 1000 Stk 
Sterile Pipettenspitzen 200 µl Trefflab, Schweiz, 1000 Stk 
Kanülen Sterican 24G x 1 
Zentrifugenröhrchen 15ml TPP AG, Trasadingen, CH 
Zentrifugenröhrchen 50ml TPP AG, Trasadingen, CH 
RNA-Aufreinigungs-Kit QIAamp Viral RNA Mini Kit, Quiagen 
RT-PCR-Kit Quantitect probe RT-PCR, Quiagen 
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3.1.4 Mikrobiologische Untersuchung 
Tabelle 6: Für die Mikrobiologische Untersuchung wurden eingesetzt:  
Plate-Count-Agar (PC) 
TGE-Agar (Trypton-Glucose-Hefeextrakt-
Agar), 500g,  
SIFIN GmbH, Berlin 
Man-Rogosa-Sharpe-Agar 
(MRS) 
MRS-Agar (Basis) mit pH 5,7, 500g, 
SIFIN GmbH, Berlin 
Tween 80 (Tensid und Emulgator, Zusatz 
MRS-Agar) 
100 ml,  




DHL-Agar nach SAKAZAKI, 500g, 
MERCK KgaA, Darmstadt 
Petrischalen Schale 96/16,  Greiner Bio-One GmbH, Austria 
Stomacherbeutel mit Filter Bag Light 20 x 25, 400 ml Fa. Transia 
Sterile 1xPipetten 5 ml Code Nr. 160511 Fa. LP ITALIANA SPA, Milano Italy 
Sterile Spritzen Trefflab, Schweiz, 50 Stk 
Sterile Pipettenspitzen 1000 µl Trefflab, Schweiz, 1000 Stk 
PBS  pH 7,4 
 
3.1.5 Geräte 
Tabelle 7: Es wurden folgende Geräte verwendet: 
Kutter  FGC 10-2, Fa. FEUMA 
Wurstabfüllgerät Wurstfüller, Edelstahlzylinder,  Fa. Westfalia 
Stomacher Laboratory Blender 400,  Fa. Seward 
Waage BL 1500,  Fa. Sartorius 
Pipetten Eppendorf, Gilsen S.A.S,  Frankreich 
Pipettierhelfer StarPet Pipette Controller E4866-1126, Fa. Starlab 
Vakuumiergerät  Fa. Lava Vakuumverpackung 
Lichtmikroskop Leika DM IL, Leika Mikrosysteme GmbH, Wetzlar 
Kamera  Leika DC 180, Leika Mikrosystems Ltd, Heerbrugg, CH 
pH-Meter VWR International, sympHony S890, MS 
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AQUA LAB, Series 3 TE, Decagon 
Devices, Inc., Washington, USA 
Zentrifuge Biofuge fresco, Heraeus Instruments 
Vortexer  Vortexer 1719, VWR 
Reife-/Räucherschrank  




Maino Enrico, Incubatrici, Italy 
 
Umlaufkühler IDROBLOC, Firma Elektro- und Kältetechnik, Kleinehr GmbH 
Biocycler RT-PCR Stratagene MX 3000 P 
 
Reinstwasseranlage 
Clear UV Plus Reinstwassersystem, SG-
Wasseraufbereitung und 
Regenerierstation GmbH, Hamburg 
Sterile Werkbank Heraeus 





Zur Prüfung der Tenazität des Norovirus-Surrogates FCV wurden im Rahmen der 
Arbeit zwei Versuchsphasen durchgeführt. In der ersten Versuchsphase wurde in 
Suspensionsversuchen der Einfluss verschiedener Milchsäure-, Natriumchlorid –und 
Natriumnitritkonzentrationen auf das Norovirus-Surrogat FCV in Abhängigkeit zur 
Temperatur untersucht. Im Anschluss wurden in der zweiten Projektphase 








Die Vermehrung der unter Punkt 3.1.2  genannten permanenten Zellkulturen erfolgte 
in 75 cm² Vent-Zellkulturflaschen (Zellwachstumsfläche 75 cm2) mit Dulbecco`s 
modified Eagle`s medium, welches mit 10 % fetalem Kälberserum (FBS, Biochrom 
AG, Berlin), 1 % nichtessentiellen Aminosäuren (NEA, Biochrom AG, Berlin) und 1 % 
Glutamin (Biochrom AG, Berlin) angereichert wurde (Anzuchtsmedium). Diesem 
wurden pro ml 100 IE Penicillin und 100 µg Streptomycin (Biochrom AG, Berlin) 
zugesetzt. Zur Subkultivierung wurde das Medium dekantiert und der Zellrasen mit 
PBS (Phosphate Buffered Saline) gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen mit 2 ml  
Trypsin-Versen-Lösung bei 37 °C, bis ein Ablösen vo m Boden und Vereinzeln der 
Zellen sichtbar war, inkubiert. Dafür wurde eine Lösung aus 0,025 % Trypsin (Trypsin 
250; Biochrom AG, Berlin) und 0,02 % Versen (Biochrom AG, Berlin) in PBS 
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Anzuchtmedium gefüllte Zellkulturflaschen (75 cm²) gegeben und bis zur Ausbildung 
eines Zellrasens weiter im Brutschrank bei 37 °C un d 5 % CO2 inkubiert. 
Für die Infektiositätsversuche wurden jeweils 100 µl in die Vertiefungen einer 96-well 
Zellkulturtestplatte (96-well flat, Zellwachstumsfläche 0,31 cm²; TPP AG, 
Trasadingen, CH) ausgesät und bei 37 °C weiter inku biert. 
Die Vorbereitung der Zellkulturen erfolgte am Tag vor dem Test. 
 
3.2.3 Virusvermehrung 
Die Vermehrung der Viren erfolgte in der CRFK-Zellkultur. Dem Medium wurden für 
die in-vitro Versuche mit Milchsäure und Natriumchlorid pro ml 100 IE Penicillin und 
100 µg Streptomycin (Biochrom AG, Berlin) zugesetzt.  
Dazu wurde die Kultur mit 0,3 ml / 75 cm2 einer Stammvirussuspension beimpft und 
bis zum Auftreten eines cytopathischen Effekts (cpE) bei 80-90 % der Zellen bei  
37 °C inkubiert. Daraufhin wurde die gesamte Kultur  bei -20 °C tiefgefroren und 
anschließend wieder langsam bei Raumtemperatur aufgetaut und bei 498 x g für 10 
min zentrifugiert. Der Überstand aller beimpften Flaschen wurde gepoolt und daraus 
wie unter 3.3.4 beschrieben der Infektiositätstiter bestimmt. Die Gesamtmenge, die 
jeweils eine Viruscharge darstellte, wurde aliquotiert und bis zur weiteren 
Verwendung bei -80 °C tiefgefroren. 
 
3.2.4 Bestimmung des Infektiositätstiters 
Die Virussuspensionen wurden im Zellkultursystem auf Ihre Infektiosität getestet. 
Hierzu erfolgte eine Titration in PBS bis zur Verdünnungsstufe 10-10. Anschließend 
wurden 100 µl jeder Verdünnung auf die CRFK-Zellen in einer 96 well- 
Zellkulturtestplatte übertragen. Daraufhin wurden die Zellen weiter bei 37 °C inkubiert 
und nach einem Zeitraum von  48, 72 und 96 Stunden lichtmikroskopisch auf das 
Vorhandensein eines cytopathischen Effektes (cpE) kontrolliert (Abbildung 8). Der 
Infektiositätstiter wurde anhand der Methode von SPEARMAN und KAERBER 
(MAYR et al. 1974) berechnet.  
Um im Nachweissystem Zellkultur die Dynamik der Virusinfektiosität im Zeitverlauf 
darstellen zu können, wurden für die Versuchsreihen Viruschargen mit einem Titer 
von 6,25 bis 8,75 log10 TCID 50 / ml verwendet.  




Abbildung 8: CRFK-Zellen ohne (A) und mit cytopathischem Effekt(B) 
 
3.2.5 Versuche mit experimentell kontaminierten Lösungen 
Der Einfluss verschiedener D/L-Milchsäure- sowie Natriumchlorid- und Natriumnitrit-
Konzentrationen auf das Norovirus-Surrogat FCV wurde anhand von 
Suspensionsversuchen getestet. Der Versuchsablauf ist in Abbildung 9 dargestellt. 
Als Suspensionsmedium wurde sterile Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS) mit 
einem pH-Wert von 7,4 verwendet. Nach einer Inkubationszeit von 3 Stunden und 7 
Tagen bei 4 °C und 20 °C wurden die Virustiter in C RFK (Crandell-Reese Feline 
Kidney)-Zellen bestimmt (Abbildung 8). Die Auswahl der Versuchsbedingungen 
orientiert sich zum Teil an für Rohwurstprodukte typischen Parametern und 
Versuchsbedingungen. Ergänzend wurden aber auch vergleichsweise hohe 
Konzentrationen von D/L-Milchsäure bzw. Natriumchlorid und/oder Natriumnitrit auf 
ihre Wirkung gegenüber Felinem Calicivirus getestet. Es sollte geprüft werden, ob 
durch unterschiedliche D/L-Milchsäuregehalte die Tenazität und Inaktivierungskinetik 
der Viren beeinflusst werden kann. Durch die Verwendung von Natriumchlorid in 
Konzentrationen von 0 bis 20 % wurden unter anderem auch rohwurstrelevante aw-
Werte simuliert. Zusätzlich wurde der Einfluss von Natriumnitrit in relevanten 
Konzentrationen untersucht. 
Um die Tenazität und Inaktivierungskinetik in-vitro zu untersuchen, wurde mit den 
entsprechenden Zusätzen supplementiertes Zellkulturmedium mit dem Felinen 
Calicivirus beimpft. Die Einzeluntersuchungen erfolgen im Vierfachansatz. Jede 
Versuchsreihe wurde unter analogen Bedingungen viermal wiederholt.  
 
 




Abbildung 9: Fließschema zum Ablauf der Versuche mit kontaminierten Lösungen 
 
3.2.5.1 Versuchsreihen mit D/L-Milchsäure 
Die Versuchslösungen mit den steigenden Gehalten an Milchsäure wurden aus 
90%iger D/L-Milchsäure und autoklavierter PBS hergestellt. 
Als Versuchslösungen wurden Milchsäure-Konzentrationen von 0,1 %, 0,15 %,  
0,2 %, 0,3 % und 0,4 % verwendet. Es wurden unter anderem auch Konzentrationen  
ausgewählt, welche pH-Werten entsprechen, die für Rohwurstprodukte typisch sind. 
Den Versuchslösungen wurden anschließend im Verhältnis 10:1 Virusssuspension 
bzw. virusfreies Zellkulturmedium (für Negativkontrollen) zugegeben. Der 
Verdünnungsfaktor wurde bei der Berechnung der Säurekonzentration 
berücksichtigt. 
In Vorversuchen wurde die Stabilität des pH-Wertes der Milchsäurelösungen 














nach 3 Stunden,  
3 Tagen  
und 7 Tagen 
Sterilfiltration, 




Inkubation 37 °C,  48 -92 Stunden 
Berechnung des Virustiters 
(nach Spearman und Kärber) 
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(MS+Medium) wurde durchgeführt. Die den einzelnen MS-Konzentrationen 
entsprechenden pH-Werte sind in Tabelle 8 dargestellt. 
 









5,92 – 6,03 
4,40 – 4,55 
3,83 – 3,92 
3,41 – 3,51 
3,21 – 3,28 
 
Alle Lösungen wurden durch einen 2 µm Filter sterilfiltriert und nach Aufteilung in 
Falcon-Tubes bei 4 und 20 °C inkubiert. Die Probenn ahmen erfolgten sowohl nach 
drei Stunden als auch nach sieben Tagen. Nach der Inkubation erfolgte eine erneute 
Sterilfiltration der Proben. Die Probelösungen wurden bis zur Verdünnungstufe 1010 
in sterilem PBS auf 96 well-Platten titriert. Anschließend erfolgte die Übertragung auf 
CRFK-Zellen in 96 well-Platten. Jede Virus-/Milchsäuresuspension wurde jeweils im 
Vierfachansatz titriert, jede Medium-/Milchsäuresuspension im Zweifachansatz.  
3.2.5.2 Versuchsreihen mit Natriumchlorid und Natriumnitrit 
Um den Einfluss von Natriumchlorid und Natriumnitrit auf die Viren zu prüfen, wurden 
Versuchslösungen aus PBS, NaCl und NaNO2 hergestellt. Die Versuchsbedingungen 
sind zusammenfassend in Tabelle 9 dargestellt. Es wurden NaCl-Konzentrationen 
von 0,8%, 2%, 6%, 12% und 20% gewählt. Zusätzlich wurden 2%ige NaCl-Lösungen 
in Kombination mit 100 ppm, 150 ppm und 200 ppm NaNO2 hergestellt.  
Mit steigender Salzkonzentration kam es in der PBS zu einem Absinken des pH-
Wertes. Um eine Abnahme des pH-Wertes durch die Zugabe von NaCl in den 
Virussuspensionen auszugleichen, wurde der pH-Wert mit NaOH auf einen Wert von 
7,25-7,69 eingestellt. Die Lösungen wurden zum Erreichen einer Sterilität 
autoklaviert. In stichprobenartigen Untersuchungen zeigte sich, dass der pH-Wert 
nach dem Autoklavieren unverändert war. 
Den hergestellten Lösungen wurden anschließend im Verhältnis 10:1 
Virussuspension bzw. virusfreies Zellkulturmedium (für Negativkontrollen) 
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zugegeben. Die Suspensionen wurden nach Aufteilung in Falcon-Tubes bei 4 °C und 
20 °C inkubiert. Die Probennahmen erfolgten jeweils  nach 3 Stunden und 7 Tagen.  
 



















      ppm: parts per million 
 
3.2.6 Versuche mit experimentell kontaminierten Rohwurstprodukten 
In einer zweiten Versuchsphase wurden Untersuchungen zur Tenazität und 
Inaktivierungskinetik von FCV in experimentell kontaminierten Rohwurstprodukten 
durchgeführt. Es wurden Versuchsreihen sowohl mit kurzgereifter streichfähiger 
Rohwurst (Mettwurst) als auch mit langgereifter schnittfester Rohwurst (Salami) 
durchgeführt (Tabelle 10). Die Herstellung der Produkte erfolgte anhand 
praxisüblicher Rezeptur und Technologie. Der pH-Wert wurde durch die Verwendung 
von Glucono-delta-Lacton (GdL) im Produkt gezielt abgesenkt. 
 
Tabelle 10: Übersicht zu hergestellten Rohwurstprodukten  
 
Versuchsreihe Produktgruppe Rohmaterial 
Kurzgereifte 









Um die Tenazität und Inaktivierungskinetik der viralen Erreger zu untersuchen, wurde 
während der Herstellung das Rohwurstbrät artifiziell mit FCV in Konzentrationen von 
107 - 108 log10 TCID50 / 100 g beimpft. Um eine Wachstumshemmung von 
Milchsäurebakterien zu verhindern, wurde in den Rohwurstversuchen 
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antibiotikafreies Zellkulturmedium verwendet. Nach der Herstellung wurden die 
Produkte unter definierten Klimabedingungen gereift und gelagert (Tabelle 12 und 
Tabelle 15).  
Als Kontrollproben für die Virustitration und für die chemischen und 
mikrobiologischen Untersuchungen wurden neben den kontaminierten 
Rohwurstprodukten jeweils analog der Herstellungsprotokolle für kurz- und 
langgereifte Rohwürste auch Würste ohne Viruszusatz hergestellt. Alternativ zur 
Virussuspension wurde bei den unbeimpften Kontrollchargen virusfreies 
Zellkulturmedium, ebenfalls ohne Antibiotika verwendet. Die virusfreien 
Rohwurstprodukte wurden unter analogen Bedingungen hergestellt, geräuchert, 
gereift und gelagert. 
Die Probenahme und –untersuchung erfolgte zu definierten Zeitpunkten während 
Herstellung, Reifung und Lagerung (Mettwurst: Tag 0, 3, 7, 14, 21, 28; Salami: Tag 0, 
3, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56). Die Einzeluntersuchungen erfolgten anhand einer 
Fünffachuntersuchung. 
 
3.2.6.1 Vorversuche mit kurzgereiften streichfähigen Rohwurstprodukten 
Die experimentelle Kontamination von Rohwurstprodukten mit Viruspartikeln ist 
bisher in der Literatur kaum beschrieben. Aus diesem Grund wurde in separaten 
Vorversuchen die Methodik entwickelt. In Versuchsreihen wurden kurzgereifte 
streichfähige Rohwürste während des maschinellen Kuttervorganges experimentell 
mit FCV beimpft. Es wurden verschiedene Herstellungsprotokolle geprüft, 
insbesondere um eine Methode zu erarbeiten, mit der eine homogene Verteilung der 
Viruspartikel im Rohwurstbrät erhalten werden kann. Weiterhin wurde die mit der 
verwendeten Nachweismethode mögliche Wiederfindungsrate der Viruspartikel 
bestimmt.  
Das Wurstbrät für die Vorversuche wurde pro Kilogramm mit 10 ml einer 
Virussspension mit einem Titer von 7,25 log10 TCID50 / ml kontaminiert. 
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Für die Herstellung der streichfähigen Rohwurst wurde für nachfolgende 
Untersuchungen folgendes Protokoll erarbeitet: 
 
Ablaufschema Vorversuche: 
1. Schweinefleisch SI (ca. -4 °C) 5 min kuttern (Me sser: 840 U/min) 
2. Gleichzeitige Zugabe von Virussuspension, GdL, Pfeffer und Na-Ascorbat 
3. Unter kontinuierlicher Zugabe von Rückenspeck V 15 min kuttern (Messer: 840 
U/min) 
4. Zugabe von Nitritpökelsalz (Natriumnitrit, Natriumchlorid) 
5. 5 min Kuttern 
6. Entnahme von 10 Brätproben aus definierten Stellen der Kutterschüssel 
7. Abfüllen des Brätes in Teewurstdärme (Kaliber 40, zu je ca. 100 g) 
8. Reifung und Lagerung der Würste 
 
Es erfolgte eine Messung von pH- und aw-Wert des Brätes. 
Das feinzerkleinerte Rohwurstbrät wurde nach der Herstellung in Kunstdärme 
abgefüllt und in Vakuumbeutel verpackt. Die abgepackten Würste wurden 
anschließend für drei Tage bei 20 °C gereift und da nach unter Kühlbedingungen von 
4 °C aufbewahrt. Die Probennahme erfolgte jeweils a m Tag der Herstellung und 
nach 3, 7, 14 und 21 Tagen.  
Anhand der Erfahrungen aus den durchgeführten Vorversuchen wurden 
Herstellungsprotokolle und Lagerungsschemata für kurz- und langgereifte 
Rohwurstprodukte erarbeitet. 
 
3.2.6.2 Versuche mit kurzgereiften streichfähigen Rohwurstprodukten 
3.2.6.2.1 Herstellung 
Die Tenazität und Inaktivierungskinetik von FCV in kurzgereiften streichfähigen 
Rohwürsten wurde über einen Zeitraum von 28 Tagen bei zwei Temperaturprofilen 
geprüft. Weiterhin wurden unbeimpfte Kontrollchargen hergestellt, die in der 
chemischen Untersuchung für die Vollanalyse verwendet wurden.  
Nach Standardrezeptur (Tabelle 11) hergestelltes feinzerkleinertes Rohwurstbrät 
wurde während des Kuttervorganges experimentell mit FCV beimpft. Hierfür wurden 
jeweils 10 ml Virussuspension mit einem Titer von 8,25 log10 TCID50 / ml pro kg Brät 
vermengt. Insgesamt wurden 4 kg Wurstbrät, bestehend aus 2,8 kg Schweinefleisch 
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und 1,2 kg Rückenspeck, hergestellt. Die Virussuspension wurde anfangs zusammen 
mit dem Magerfleisch und den Zutaten vorgekuttert. Nach anschließender Zugabe 
von Rückenspeck und Nitritpökelsalz wurde bis zum Erreichen eines 
feinzerkleinerten Grundbrätes gekuttert.  
 
Tabelle 11: Rezeptur zur Herstellung des Brätes für kurzgereifte streichfähige Rohwurst 
 
Rezepturbestandteile Zugabe pro 1 kg Brät 
Konzentration 
pro kg Brät 
Natriumchlorid 26,0 g 2,51 % 
Natriumnitrit 150 mg 145 ppm 
Pfeffer 2,0 g 0,19 % 
Glucono-delta-Lacton 
(GdL) 6,0 g 0,58 % 
Natrium (L) -Ascorbat 0,5 g 0,048 % 
 
Herstellungsprotokoll – kurzgereifte streichfähige Rohwürste: 
1. Schweinefleisch SI (ca. -4 °C) 5 min kuttern (Me sser: 840 U/min) 
2. Gleichzeitige Zugabe von Virussuspension, GdL, Pfeffer und Na-Ascorbat 
3. Unter kontinuierlicher Zugabe von Rückenspeck V 15 min kuttern  
(Messer: 840 U/min) 
4. Zugabe von Nitritpökelsalz (Natriumnitrit, Natriumchlorid) 
5. 5 min Kuttern 
6. Entnahme von 10 Brätproben aus definierten Stellen der Kutterschüssel zur 
Virustiter, pH- und aw-Wert-Bestimmung 
7. Abfüllen des Brätes in Teewurstdärme (Kaliber 40, zu je ca. 100 g) und 
Umverpackung in Vakuumbeutel 
8. Räucherung am 3.Tag 
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                              Rohmaterial:                                            Zutaten: (v. li) Na-Ascorbat, Pfeffer, 





Abbildung 10: Rohmaterial und Zutaten für das Rohwurstbrät 
 
3.2.6.2.2 Verarbeitung, Lagerung und Probennahme 
Das Brät wurde in Teewurstdärme (Kunstdarm, Kaliber 39) gefüllt und um ein 
Absinken des aw-Wertes zu verhindern, zusätzlich in Vakuumbeutel verpackt. Das 
Abbindegewicht der einzelnen Würste betrog dabei ca. 80 g. Die Würste wurden drei 
Tage bei 22 °C gereift, am 3. Tag 8 Stunden bei 22° C und 92 % Luftfeuchte 
geräuchert und anschließend erneut vakuumverpackt. Die Inaktivierungskinetik 
wurde während der darauf folgenden Lagerung vergleichend bei 4 °C und  22 °C 
geprüft. Eine zusätzlich höhere Temperatur wurde gewählt, um im Modell auch 
übliche Reifetemperaturen im Bereich von 22 °C zu p rüfen.  
Virustiter, pH-Wert, aw-Wert, Milchsäurebakterienzahl, Gesamtkeimzahl sowie 
Enterobacteriaceae-Keimzahl wurden direkt nach dem Kuttern sowie nach 7, 14, 21 
und 28 Tagen bestimmt (Tabelle 13). Anhand der unbeimpften Kontrollcharge 
wurden Rohprotein-, Fett-, Wasser-, BEFFE- sowie NaCl-, Nitrit- und 
Milchsäuregehalt der streichfähigen Rohwurst ermittelt. Der Versuchsablauf ist in 













Tabelle 12: Lagerungsprofile für die kurzgereifte Rohwurst 
 
Tag Temperaturprofil I Temperaturprofil II Relative Luftfeuchte 
0-1 22 °C  22 °C  92 % 
3 22 °C  22 °C  92 % 
4-28 22 °C  7 °C 92 % 
Räuchern: Tag 3, 10 h (22 °C, 92 % relative Luftfeu chte 
 
 
Abbildung 11: Fließschema der Versuche mit kurzgereiften Rohwurstprodukten 
feinzerkleinertes  
Rohwurstbrät 
Probennahme nach  
7, 14, 21 und 28Tagen  
Prüfen eines 
cytopathischen Effektes (cpE) 
Berechnung des Virustiters 
(nach Spearman und Kärber) 




Verpacken in Vakuumbeutel 
Lagerung und Reifung 
bis Tag 28 bei 22 °C  
Räuchern  
an Tag 3,  
für 8 Stunden, 22 °C 
Lagerung und Reifung 
bis Tag 28 bei 7 °C 
 
Probenaufbereitung: 
Homogenisierung der Proben im Stomacher mit PBS im Verhältnis 1 :10, 
Zentrifugation (3min, 8 x g),  
Sterilfiltration  
Titration auf CRFK-Zellen bis 1010 
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Tag 0 Tag 3 Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28 
Titerbestimmung × × × × × × 
Mikrobiologie × × × × × × 
Vollanalyse + NaCl × - - - - × 
Nitrit × × × - - - 
D/L-Milchsäure × - - × - × 
pH/aw × × × × × × 
×  Probennahme 
-  nicht bestimmt 
 
3.2.6.3 Versuche mit langgereiften schnittfesten Rohwurstprodukten 
3.2.6.3.1 Herstellung 
Die Tenazität und Inaktivierungskinetik von FCV in langgereifter schnittfester 
Rohwurst wurde über einen Zeitraum von 56 Tagen geprüft. Das Lagerungs- und 
Reifetemperatur-Schema ist in Tabelle 15 dargestellt. Weiterhin wurden für die 
chemische Untersuchung und Vollanalyse, wie bereits bei den Versuchen mit 
kurzgereiften Rohwürsten, unbeimpfte Kontrollchargen hergestellt. 
Nach Standardrezeptur (Tabelle 14) hergestelltes grobzerkleinertes Rohwurstbrät 
wurde während des Kuttervorganges experimentell mit FCV beimpft. Hierfür wurden 
jeweils 10 ml Virussuspension mit einem Titer von 7,75 log10 TCID50 / ml pro kg Brät 
vermengt.  
Insgesamt wurden 4 kg Wurstbrät, bestehend aus 1,4 kg Schweinefleisch, 1,4 kg 
Rindfleisch und 1,2 kg Rückenspeck, hergestellt. Die Virussuspension wurde anfangs 
zusammen mit dem Magerfleisch und den Zutaten vorgekuttert. Nach anschließender 
Zugabe von Rückenspeck und Nitritpökelsalz wurde bis zum Erreichen eines 
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Tabelle 14: Rezeptur zur Herstellung des Brätes für langgereifte schnittfeste Rohwurst 
 
Rezepturbestandteile Zugabe pro 1 kg Brät Konzentration pro kg Brät 
Natriumchlorid 26,0 g 2,51 % 
Natriumnitrit 150 mg 145 ppm 
Pfeffer 2,0 g 0,19 % 
Glucono-delta-Lacton 
(GdL) 6,0 g 0,58 % 
Natrium (L)-Ascorbat 0,5 g 0,048 % 
 
Herstellungsprotokoll– langgereifte schnittfeste Rohwürste: 
1. Schweinefleisch SI und Rindfleisch R (ca. -4 °C)  kuttern (Messer: 840 U/min) 
2. Gleichzeitige Zugabe von Virussuspension, GdL, Pfeffer und Na-Ascorbat 
3. Unter kontinuierlicher Zugabe von Rückenspeck V bis zum Erreichen eines 
grobzerkleinerten Grundbrätes kuttern (Messer: 840 U/min) 
4. Zugabe von Nitritpökelsalz (Natriumnitrit, Natriumchlorid) 
5. Endkörnung von 3 - 4mm nach ca. 6 Minuten erreicht 
6. Entnahme von 10 Brätproben aus definierten Stellen der Kutterschüssel zur 
Virustiter, pH- und aw-Wert-Bestimmung 
7. Abfüllen in vorgewässerte Wurstdärme (Kaliber 39, zu je ca. 100 g) 
8. Reifung und Lagerung der Würste über 56 Tage, Räucherung am 2.Tag 
 
3.2.6.3.2 Verarbeitung, Lagerung und Probennahme 
Das Brät wurde in vorgewässerte Wurstdärme (Cellulosefaserdarm, Kaliber 38) 
gefüllt. Die Würste wurden 24 Stunden bei 22 °C ger eift, danach für 10 Stunden bei 
22°C geräuchert und anschließend bei 22 °C im Reife schrank über den 
Versuchszeitraum gelagert (Tabelle 15).  
Virustiter, pH-Wert, aw-Wert, Milchsäurebakterienzahl, Gesamtkeimzahl sowie 
Enterobacteriaceae-Keimzahl wurden direkt nach dem Kuttern sowie nach 7, 14, 21, 
28, 35, 42, 49 und 56 Tagen bestimmt (Tabelle 16). Anhand der unbeimpften 
Kontrollcharge wurden Rohprotein-, Fett-, Wasser-, BEFFE- sowie NaCl-, Nitrit- und 
Milchsäuregehalt der schnittfesten Rohwurst bestimmt. Der Versuchsablauf ist in 
Abbildung 12 dargestellt. 
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Tabelle 15: Reifung und Lagerung der langgereiften Rohwurst 
 
Tag Temperatur Relative Luftfeuchte 
0-1 23 °C  90 % 
2-3 22 ° C  90 % 
4-11 18 °C  85 % 
12-56 18 °C  70 % 
                       Räuchern: Tag 2, 10 h (22 °C , 90 % r.F.) 
 
 




7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 
und 56 Tagen 
Prüfen eines 
cytopathischen Effektes (cpE) 
Berechnung des Virustiters 
(nach Spearman und Kärber) 
Reifung: 24 Stunden, 22 °C 
 
Abfüllen  
in vorgewässerte Wurstdärme, 
 
Lagerung und Reifung 
bis Tag 56 bei 22 °C  
Räuchern  
Nach 24 Stunden,  
für 10 Stunden, 22 °C 
Probenaufbereitung: 
Homogenisierung der Proben im Stomacher mit PBS im Verhältnis 1 : 10 
Zentrifugation (3min, 8 x g)  
Sterilfiltration  
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Tag 0 Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28 Tag 35 Tag 42 Tag 49 Tag 56 
Titerbestimmung × × × × × × × × × 
Mikrobiologie × × × × × × × × × 
Vollanalyse + NaCl × - - - × - - - × 
Nitrit × × - - - - - - - 
D/L-Milchsäure × - × - × - × - × 
pH/aw × × × × × × × × × 
×  Probennahme 




Abbildung 13: Reifung und Räucherung der Rohwurstprodukte in der Universalanlage 
 
3.2.6.4 Vorbereitung der Proben für die Virustitration 
Die Titerbestimmung aus den Rohwurstproben erfolgte an definierten 
Probenahmetagen aus den kurz- und langgereiften Rohwürsten. Dafür wurden 10g 
Probenmaterial steril entnommen und in Stomacher-Filterbeuteln zusammen mit PBS 
im Verhältnis 1:10 im Stomacher für 1 Minute gewalkt. Anschließend erfolgte die  
Zentrifugation des Filtrates bei  3000 U/min für 10 Minuten. Der Überstand wurde 
durch 0,2 µm-Filter sterilfiltriert. Die sterilfiltriere klare Flüssigkeit wurde dann 
gemäß Punkt 3.2.4 zur Bestimmung des Infektiositätstiters auf CRFK-Zellen titriert 
und weiterhin zur mikrobiologischen Untersuchung der Produkte verwendet. 




Unmittelbar nach Herstellung wurde der Virustiter jeweils aus 10 Proben, zu allen 
anderen Probenahmezeitpunkten jeweils aus 5 Wurstproben bestimmt (Tabelle 17). 
 
Tabelle 17: Probenumfang bei langgereiften Rohwurstprodukten 
 
 
Unbeimpfte Würste Beimpfte Würste 
Tag 0 1 Probe als Negativkontrolle 10 Proben (Prüfen auf Homogenität, Wiederfindung) 
Tag 7-56 1 Probe als Negativkontrolle 5 Proben 
 
3.2.6.5 Molekularbiologischer Virusnachweis 
Der molekularbiologische Virusnachweis diente der Prozesskontrolle innerhalb der 
Rohwurstherstellung. Es wurde geprüft, ob das während der Rohwurstherstellung 
zugegebene Virus über den Versuchszeitraum im Produkt nachweisbar war. Das 
zentrifugierte und sterilfiltrierte klare Filtrat wurde für die RNA-Extraktion mit dem 
QiAmp Viral RNA Minikit® (Qiagen, Hilden) verwendet. Hierbei wurden die 
Nukleinsäuren an die Membranen gebunden und ausgewaschen. Der eigentliche 
Nachweis erfolgte dann mittels der im Institut für Tierhygiene und Öffentliches 
Veterinärwesen der Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig 
etablierten Real Time RT-PCR und Primer zum Nachweis von FCV, Stamm KS 20, 
unter Benutzung des Quantitect probe RT-PCR-Kits (Quiagen). Dies erfolgte mittels 
eines 25 µl-Ansatzes mit je 1 µl der Primer FCV 1R und FCV 1F (1:10 verdünnt) und 
0,5 µl der Sonde. Als Prozesskontrolle diente RNA des IBD-Virus (Infectious Bursal 
Disease Virus). Alle Daten wurden dann durch die Software MX Pro QPCR Software, 
Stratagene, 2007, Version 4.01 des Stratagne MX 3000 P Cyclers ausgewertet. Das 
Temperaturprofil wurde gemäß den Herstellerangaben des RT-PCR-Kits 
angewendet. Die Sequenzen der verwendeten Primer und Sonden (Biomers GmbH, 
Ulm) sowie die Amplifikationskurven sind im Anhang dargestellt (Tabelle 34 und 
Abbildung 30 bis 32). 
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3.2.6.6 Mikrobiologische Untersuchung 
Die mikrobiologische Untersuchung der Rohwurstproben erfolgte zu allen 
Probenahmezeitpunkten jeweils aus fünf Proben der beimpften kurz- bzw. 
langgereiften Rohwürste und aus zwei Proben der unbeimpften Kontrollcharge. 
Die gemäß Punkt 3.2.6.4 gewonnene Brät-PBS-Suspension wurde im 
Zweifachansatz bis zur Verdünnungsstufe 10-6 mit NaCl-Pepton verdünnt und diese 
anschließend im Oberflächen–Spatelverfahren auf Plate-count-(PC), Man-Rogosa-
Sharpe(MRS)- und Desoxycholat-Hydrogen-Sulfide-Lactose (DHL)-Agar verteilt. 
Die Bestimmung der aeroben mesophilen Keimzahl erfolgte auf PC-Agar. Die Anzahl 
der Milchsäurebakterien wurde mit Hilfe des für Lactobacillen selektiven MRS-Agars 
ermittelt. Hierbei wurden jeweils 0,1 ml pro Verdünnungsstufe und Nährboden 
aufgebracht. Die PC- bzw. MRS-Nährböden wurden jeweils für 3 Tage bei 30 °C  
inkubiert. Der DHL-Agar stellt einen Selektivnährboden für Enterobacteriaceae dar. 
Dabei wurde 1ml jeweils auf drei Petrischalen verteilt und anschließend für 24 
Stunden bei 37 °C bebrütet. Die Keimzahlbestimmunge n wurden jeweils im 
Zweifachansatz durchgeführt. Nach der Inkubationszeit erfolgte die Berechnung der 
Keimzahl (KZ) in KbE/g (Kolonie bildenden Einheiten pro Gramm Brät). 
Die Keimzahlbestimmung auf PC- und MRS-Agar erfolgten gemäß den Methoden 
des § 64 LFGB und sind im Anhang dargestellt (Tabelle 28 im Anhang)     
   
3.2.6.7 Physikalisch-chemische und chemische Untersuchung 
Die physikalisch-chemische und chemische Untersuchung der Rohwürste erfolgte 
anhand der der hergestellten unbeimpften Kontrollchargen der kurz- und 
langgereiften Rohwurstprodukte. An definierten Reifetagen wurden Rohprotein, Fett, 
Wasser, Hydroxyprolin und die Gehalte an NaCl, D/L-Milchsäure und Nitrit bestimmt. 
Alle Analysen wurden im Doppelansatz durchgeführt. Die Bestimmungen von pH-
Wert, Trockenmasse, Gesamtfettgehalt, Rohprotein, Hydroxyprolin, Nitrit- unnd D/L-
Milchsäuregehalt wurden analog der amtlichen Sammlung der Methoden nach § 64 
LFGB durchgeführt (Tabelle 29 im Anhang). Die D/L-Milchsäurebestimmung erfolgte 
mit dem D/L-Milchsäure-Testkit von R-Biopharm (Enzymatische Bioanalytik, UV-Test, 
Boeringer Mannheim, Darmstadt). An allen Probenahmetagen wurde in den 
beimpften und unbeimpften kurz- und langgereiften Rohwürsten der aw- und pH-Wert 
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bestimmt. Die Untersuchung erfolgte jeweils in 5 Proben des beimpften und 2 Proben 
des unbeimpften Wurstbrätes. 
 
3.2.7 Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software SPSS 15.0 (SPSS 
GmbH Software München) für Windows.   
Für die deskriptive Statistik wurden der arithmetische Mittelwert, die 
Standardabweichung sowie der Median berechnet.  
Die Prüfung auf  Normalverteilung wurde mit dem Shapiro-Wilk-Test durchgeführt 
und ergab normalverteilte Werte.  
Anhand einfaktorieller Varianzanalyse erfolgte die Analyse der jeweiligen 
Versuchsbedingung und miteinander in Beziehung stehenden, abhängigen Variablen 
in Bezug zum Ausgangstiter. Die post hoc Vergleiche wurden mit dem Verfahren 
nach Bonferroni durchgeführt. Für die Berechnung der Korrelationen wurden 





4.1 Versuchsreihen mit experimentell kontaminierten Lösungen 
4.1.1 Einfluss von D/L-Milchsäure 
In den Versuchsreihen wurde geprüft, inwieweit die Tenazität und 
Inaktivierungskinetik von FCV durch verschiedene Konzentrationen an Milchsäure in 
Abhängigkeit zur Temperatur beeinflusst werden kann. Die Zugabe von D/L-
Milchsäure in PBS bewirkte eine konzentrationsabhängige Reduktion des pH-Wertes. 
Die für die einzelnen Versuchsreihen ermittelten Werte sind in Tabelle 18  
zusammenfassend dargestellt. Angegeben ist jeweils die Spannweite der bei den 
jeweils fünf durchgeführten Versuchsansätzen ermittelten pH-Werte der Lösungen. 
Alle pH-Werte wurden zu Beginn der Exposition gemessen.  
 




in PBS [%] 
pH-Wert 
0,10 5,92 – 6,03 
0,15 4,40 – 4,55 
0,20 3,83 – 3,92 
0,30 3,41 – 3,51 
0,40 3,21 – 3,28 
 
Die in Abbildung 10 bis 13 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass D/L-Milchsäure 
eine inaktivierende Wirkung auf das Norovirus-Surrogat FCV hat. Der Grad der 
Inaktivierung war dabei abhängig von der Zeit, der Temperatur und der 
Konzentration der Milchsäure. 
In den Abbildungen ist jeweils die mittlere Titerreduktion, beziehungsweise der 
Infektiositätsverlust im Vergleich zum Ausgangstiter, in Abhängigkeit zur 
Milchsäurekonzentration dargestellt. Der Ausgangstiter wurde parallel zu den 
geprüften Versuchslösungen in PBS bestimmt. 
Tendenziell ergaben sich bei einer Lagerung bei 20 °C höhere Titerreduktionen als 
unter Kühllagerung bei 4 °C.  




Versuchslösungen mit 0,4 % Milchsäure bereits ein signifikanter Infektiositätsverlust 
(p< 0,01) des Norovirus-Surrogates FCV von 1,5 log10 TCID50  (Abbildung 14). 
Nach sieben Tagen konnte bei 20 °C  eine signifikan te Reduktion der Infektiosität 
von FCV bei Milchsäurekonzentrationen von 0,15 %, 0,20 %, 0,30 % und 0,40 %  
festgestellt werden (p < 0,01, Tabelle 19). Bei 0,30 und 0,40 % Milchsäure waren 
nach 7 Tagen (20 °C) keine infektiösen Viruspartike l mehr nachweisbar, was sich in 
der Graphik durch eine maximale Virustiterreduktion von >6 log10 TCID50 darstellt.  
Bei einer Lagerung von 4 °C zeigten sich nach dreis tündiger Exposition keine 
signifikanten  Titerveränderungen (Abbildung 15 und 16). Nach 7-tägiger Exposition 
unter Kühlbedingungen zeigten sich bei Milchsäurekonzentrationen von 0,3 % und 
0,4 % signifikante FCV-Titerreduktionen von 1,1-1,2 log10 TCID50 (Abbildung 15 und 
17).  
Bei Konzentrationen von 0,1 %, 0,15 % und 0,2 %iger Milchsäure kam es nach 7 
Tagen bei 4 °C nicht zu einer signifikanten Infekti ositätsminderung (p > 0,05). Die 
signifikanten Titerreduktionen der Versuche mit D/L-Milchsäure sind in Tabelle 19 
zusammengefasst. Detaillierte Ergebnisse der Titerreduktionen der Versuche mit 
D/L-Milchsäure sind im Anhang dargestellt (Tabelle 30). 
 










Signifikanz  p1) 
0,15 20 7 Tage 0,000 
0,20 20 7 Tage 0,000 
0,30 4 7 Tage 0,000 
0,30 20 7 Tage 0,000 
0,40 4 7 Tage 0,000 
0,40 20 3 Stunden 0,007 
0,40 20 7 Tage 0,000 






Abbildung 14:  FCV-Titerreduktionen bei 20 °C  in Abhängigkeit von D/L-Milchsäure-  
Konzentration und Expositionsdauer  
(TCID50: tissue culture infectious dose 50, n: Anzahl der Versuchsansätze, SEM: 
standard error of the mean, Standardfehler des Mittelwertes, h: Stunden, d: Tage,  




Abbildung 15:  FCV-Titerreduktionen bei 4 °C  in Abhängigkeit von D/L-Milchsäure-
Konzentration und Expositionsdauer 
(TCID50: tissue culture infectious dose 50, n: Anzahl der Versuchsansätze, SEM: 






Abbildung 16:  FCV-Titerreduktion nach 3-stündiger Exposition in Abhängigkeit von 
D/L-Milchsäurekonzentration und Temperatur  
(TCID50: tissue culture infectious dose 50, n: Anzahl der Versuchsansätze, h: Stunden 




Abbildung 17:  FCV-Titerreduktion nach 7-tägiger Exposition in Abhängigkeit von 
D/L-Milchsäurekonzentration und Temperatur  
(TCID50: tissue culture infectious dose 50, n: Anzahl der Versuchsansätze, d: Tage 





4.1.2 Einfluss von Natriumchlorid 
In den Versuchsreihen wurde geprüft, inwieweit die Tenazität und 
Inaktivierungskinetik von FCV durch verschiedene Konzentrationen an 
Natriumchlorid bei unterschiedlichen Temperaturen beeinflusst werden kann. 
Zusätzlich wurde in den Versuchslösungen pH- und aw-Werte gemessen. Bei den 
pH- und aw-Werten in Tabelle 20 sind jeweils die Spannweiten der Messwerte aus 
fünf Versuchsansätzen dargestellt. Die Werte wurden zu Beginn der Exposition 
ermittelt. 
In den Abbildungen 18 bis 21 sind die mittleren Titerreduktionen von FCV in 
Abhängigkeit verschiedener Konzentrationen von NaCl im Vergleich zum 
Ausgangstiter dargestellt. Das Norovirus-Surrogat FCV zeigte bei den 
Versuchsreihen mit Natriumchlorid eine konzentrations-, temperatur- und 
zeitabhängige Reduktion. Wie schon bei den Versuchsreihen mit D/L-Milchsäure 
zeigten sich auch hier stärkere Reduktionen bei einer Expositionstemperatur von  
20 °C im Vergleich zur Lagerung unter Kühlbedingung en. Mit zunehmender NaCl-
Konzentration nahm auch der Reduktionsfaktor zu.   
Eine signifikante Inaktivierung (2,25 bis 3 log10 TCID50) war nach 7 Tagen bei 20 °C 
bei Konzentrationen von 2, 6, 12 und 20 %igem NaCl feststellbar (siehe Tabelle 21). 
Bereits bei einer Natriumchloridkonzentration von 2 % kommt es nach 7-tägiger 
Inkubation zu  einer Titerreduktion von 1,2 log10 TCID50 Stufen. Nach 3-stündiger 
Kurzzeitexposition zeigten sich bei 4 °C und 20 °C nur marginale Veränderungen des 
Virustiters. 
Kurzzeitexpositionen von 3 Stunden sowie Kühlbedingungen ergaben keine 
signifikanten Reduktionen des Virustiters. Die signifikanten Titerreduktionen der 
Versuche mit NaCl sind in Tabelle 21 dargestellt.  
 








[ppm] aw-Wert pH-Wert 
1 0,8 - 0,992 - 0,998 7,36 – 7,69 
2 2,0 - 0,987 - 0,992 7,34 – 7,50 
3 6,0 - 0,964 - 0,986 7,36 – 7,49 
4 12,0 - 0,924 - 0,929 7,20 – 7,49 





Die detaillierten Ergebnisse der Titerreduktionen der Versuche mit NaCl sind im 
Anhang dargestellt (Tabelle 31). 
 










Signifikanz  p1) 
2 20 7 Tage 0,05 
6 20 7 Tage 0,00 
12 20 7 Tage 0,00 
20 20 7 Tage 0,00 
1) exakte Signifikanz (2-seitig), Chi-Quadrat nach Pearson 
 
 
Abbildung 18:  Mittlere Titerreduktion von FCV bei 20 °C  in Abhängigkeit von NaCl-
Konzentration und Expositionsdauer  
(TCID50: tissue culture infectious dose 50, n: Anzahl der Versuchsansätze, SEM: 








Abbildung 19:  Mittlere Titerreduktion von FCV bei 4 °C  in Abhängigkeit von NaCl-
Konzentration und Expositionsdauer  
(TCID50: tissue culture infectious dose 50, n: Anzahl der Versuchsansätze, SEM: 





Abbildung 20:  Mittlere Titerreduktion von FCV nach 3-stündiger Exposition in 
Abhängigkeit von NaCl-Konzentration und Temperatur 
(TCID50: tissue culture infectious dose 50, n: Anzahl der Versuchsansätze, SEM: 






Abbildung 21: Mittlere Titerreduktion von FCV nach 7-tägiger Exposition in 
Abhängigkeit von NaCl-Konzentration und Temperatur 
(TCID50: tissue culture infectious dose 50, n: Anzahl der Versuchsansätze, 
SEM: standard error of the mean, Standardfehler des Mittelwertes, d: Tage) 
 
4.1.3 Einfluss von Natriumnitrit in Kombination mit Natriumchlorid 
In den Versuchsreihen wurde geprüft, inwieweit die Tenazität und 
Inaktivierungskinetik von FCV durch 2 %iges Natriumchlorid in Kombination mit 
produkttypischen Konzentrationen an Natriumnitrit beeinflusst werden kann und ob 
die Inaktivierung der Viren dabei temperaturabhängig ist. Zusätzlich wurden in den 
Versuchslösungen die pH- und aw-Werte gemessen. Bei den pH- und aw-Werten in 
Tabelle 22 sind jeweils die Spannweiten der Messwerte aus 5 Versuchsansätzen 
dargestellt. Die Werte wurden zu Beginn der Exposition ermittelt. 
In den Abbildungen 22 bis 25 sind die mittleren Titerreduktionen von FCV in mit 
verschiedenen Konzentrationen an NaCl- und NaNO2-supplementierten PBS-
Lösungen im Vergleich zum Ausgangstiter dargestellt. FCV zeigte eine temperatur- 
und zeitabhängige Reduktion. Es zeigte sich dabei eine stärkere Reduktion bei 20 °C 
im Vergleich zur Lagerung unter Kühlbedingungen.  
Die 2%ige Natriumchlorid-Lösung bewirkte nach sieben Tagen und einer 
Expositionstemperatur von 20 °C eine signifikante I naktivierung von 1,2 log10 TCID50 
(p<0,05). Auch die Kombinationen von 2 %igem Natriumchlorid mit 100 und 200 ppm 
Natriumnitrit ergaben nach sieben Tagen bei 20 °C s ignifikante FCV-Reduktionen 




NaNO2) log10 TCID50. Signifikante Unterschiede zwischen der 2 %igen NaCl-Lösung 
und den NaCl/NaNO2-Kombinationen ließen sich nicht nachweisen. 
Kurzzeitexpositionen von 3 h, 150 ppm Nitrit, sowie die Lagerung unter 
Kühlbedingungen ergaben keine signifikanten Reduktionen des Virustiters.  Alle 
signifikanten Titerreduktionen sind in Tabelle 23 dargestellt. 
Detaillierte Ergebnisse der Titerreduktionen der Versuche mit NaNo2 sind im Anhang 
dargestellt (Tabelle 31). 
 








[ppm] aw-Wert pH-Wert 
1 0,8 - 0,992 - 0,998 7,36 – 7,69 
2 2,0 100 0,986 - 0,991 7,31 – 7,55 
3 2,0 150 0,986 - 0,991 7,31 – 7,63 
4 2,0 200 0,985 - 0,992 7,25 – 7,43 
 
 
Tabelle 23:  Signifikante FCV-Titerreduktionen unter Exposition von NaCl / NaNo2 bezogen 













Signifikanz  p1) 
2 - 20 7 Tage 0,05 
2 100 20 7 Tage 0,01 
2 200 20 7 Tage 0,01 






Abbildung 22:  Mittlere Titerreduktion von FCV bei 20 °C  in Abhängigkeit von 
NaCl / NaNO2-Konzentration und Expositionsdauer 
(TCID50: tissue culture infectious dose 50, n: Anzahl der Versuchsansätze, SEM: 
standard error of the mean, Standardfehler des Mittelwertes, h: Stunden, d: Tage) 
 
 
Abbildung 23:  Mittlere Titerreduktion von FCV bei 4 °C  in Abhängigkeit von 
NaCl/NaNO2-Konzentration und Expositionsdauer 
(TCID50: tissue culture infectious dose 50, n: Anzahl der Versuchsansätze, SEM: 






Abbildung 24: Mittlere Titerreduktion von FCV nach 3-stündiger Exposition in 
Abhängigkeit von NaCl/NaNO2-Konzentration und Temperatur 
(TCID50: tissue culture infectious dose 50, n: Anzahl der Versuchsansätze, SEM: 
standard error of the mean, Standardfehler des Mittelwertes, h: Stunden) 
 
 
Abbildung 25: Mittlere Titerreduktion von FCV nach 7-tägiger Exposition in 
Abhängigkeit von NaCl/NaNO2-Konzentration und Temperatur 
(TCID50: tissue culture infectious dose 50, n: Anzahl der Versuchsansätze, 




4.2 Versuche mit experimentell kontaminierten Rohwurstprodukten 
Um die Virusinaktivierung des NV-Surrogates FCV im Wurstbrät während Reifung 
und Lagerung im Zeitverlauf zu prüfen, wurden kurz- und langgereifte 
Rohwurstprodukte hergestellt. Diese entsprachen nach ihrer Zusammensetzung und 
Herstellung handelsüblicher Mettwurst (kurzgereifte Rohwurst) bzw. Salami 
(langgereifte Rohwurst). Die kurzgereiften Rohwürste wurden über einen Zeitraum 
von 28 Tagen bei zwei unterschiedlichen Temperaturprofilen untersucht. Die 
Lagerung langgereifter Rohwürste erfolgte über 56 Tage. In Vorversuchen wurden 
die homogene Verteilung der Viren im Wurstbrät geprüft, sowie die 
Herstellungsprotokolle für die Würste erarbeitet. 
 
4.2.1 Vorversuche mit kurzgereiften streichfähigen Rohwurstprodukten 
Die experimentelle Kontamination des Brätes während des Kutterns erfolgte mit einer 
berechneten Menge von 6,25 log10 TCID50 FCV / g Brät. Der anhand von 11 
Einzelproben berechnete mittlere FCV-Virustiter betrug unmittelbar nach 
experimenteller Kontamination 5,50 log10 TCID50 pro g Brät (sd: 0,51). Die entspricht 
einer Wiederfindung von 17,8 %. 
Nach der Herstellung der Rohwürste erfolgte zu festgelegten Probenahmezeit-
punkten die Kontrolle der Wiederfindung und der homogenen Verteilung der Viren 
(Tabelle 24).  
Es konnte festgestellt werden, dass die Viren über den gesamten Versuchszeitraum 
von 21 Tagen im Wurstbrät nachzuweisen waren, und dass durch den Kuttervorgang 
im Herstellungsprozess eine homogene Verteilung von FCV erreicht werden konnte. 
In der einfaktoriellen Varianzanalyse ergaben sich keine signifikanten Unterschiede 
im Virustiter innerhalb der Proben der einzelnen Tage, so dass von einer homogenen 
Verteilung der Viren im Rohwurstbrät auszugehen war. 
Weiterhin fand innerhalb von 21 Tagen bei einer Kühllagerung bei 4 °C keine 










Tabelle 24: Übersicht über ermittelte Virustiter im Vorversuch mit FCV 
 
 
Virustiter [log10 TCID50/g] 
 
Pr.1 Pr.2 Pr.3 Pr.4 Pr.5 Pr.6 Pr.7 Pr.8 Pr.9 Pr.10 Pr.11 Mittel-
wert 
Tag 0 4,75 5,25 5,25 5,75 5,25 6,00 5,50 5,50 5,75 5,75 5,75 5,50 
Tag 7 5,25 5,25 5,75 5,75 5,75 - - - - - - 5,55 
Tag 14 5,00 5,25 5,00 5,50 4,75 - - - - - - 5,10 
Tag 21 5,75 6,25 6,00 n.a. n.a. - - - - - - 6,00 
Pr.: Probe  n.a.: nicht auswertbar 
 
4.2.2 Versuche mit kurzgereiften streichfähigen Rohwurstprodukten 
Das Rohwurstbrät wurde mit einer berechneten Virusmenge von 6,9 log10 TCID50 / g 
Brät kontaminiert. Der mittlere FCV-Virustiter aus zehn Proben betrug unmittelbar 
nach experimenteller Kontamination 6,17 log10 TCID50 pro g Brät (sd: 0,51). Die 
entspricht einer Wiederfindung von 18,6 %. Auch hier zeigte sich eine homogene 
Verteilung der Viruspartikel im Wurstbrät. 
Abbildung 26 zeigt den Verlauf der mittleren Virustiter in kurzgereiften 
Rohwurstprodukten über den Versuchszeitraum von 28 Tagen. Die 
Inaktivierungskinetik von FCV war temperatur- und zeitabhängig. Bei allen 
Probenahmezeitpunkten konnte im Vergleich zum Virustiter im Wurstbrät direkt nach 
Herstellung eine signifikante Reduktion festgestellt werden (Tabelle 25). Die 
erfassten Werte des Virustiterverlaufes in den kurzgereiften Produkten sind in 
Tabelle 32 im Anhang dargestellt. Eine stärkere Inaktivierung zeigte sich bei einer 
Expositionstemperatur von 22 °C. Signifikante Unter schiede zwischen der 4 °C 
Lagerung und der 22°C-Lagerung ergaben sich nach 21  Tagen (p = 0,049). Bei einer 
Lagerung von 22 °C kam es innerhalb des Versuchszei traumes von 28 Tagen zu 
einer Verminderung des FCV-Virustiters um 1,6 log10 TCID50 / g mit einer Regression 
von r2= 0,65. Unter Kühlbedingungen kam es ebenfalls zu einer signifikanten 
Titerreduktion. Nach 28 Tagen bei 4 °C nahm der Vir ustiter von FCV um 1,1 log10 








Tabelle 25: Signifikante FCV-Titerreduktionen im Vergleich zum Virustiter im Rohwurstbrät 









Signifikanz  p1) 
3 22 0,002 
7 22 0,015 
7 7 0,006 
14 22 0,000 
14 7 0,015 
21 22 0,000 
21 7 0,036 
28 22 0,000 
Kutterproben 
28 7 0,000 
21 Tage, 22 °C 21 7 0,049 




Abbildung 26:  Verlauf des FCV-Titers in kurzgereifter streichfähiger Rohwurst in 
Abhängigkeit von Reife- bzw. Lagerungstemperatur  
(TCID50: tissue culture infectious dose 50, n: Probenanzahl, SEM: Standard Error of 
the Mean, Standardfehler des Mittelwertes,  








4.2.3 Versuche mit langgereiften schnittfesten Rohwurstprodukten 
Das Brät der langgereiften Rohwurst wurde während des Kutterns mit einer 
berechneten FCV-Menge von 6,75 log10 TCID50 pro g Brät kontaminiert.  Der anhand 
von zehn Einzelproben berechnete mittlere FCV-Virustiter betrug unmittelbar nach 
experimenteller Kontamination 5,85 log10 TCID50 pro g Brät (sd: 0,51). Die entspricht 
einer Wiederfindungsrate von 12,6 %. Die Viruspartikel waren dabei homogen im 
Wurstbrät verteilt. 
Abbildung 27 zeigt den Verlauf des mittleren Virustiters über den Versuchszeitraum 
von 56 Tagen. Die erfassten Werte sind in Tabelle 33 im Anhang dargestellt. In den 
langgereiften Rohwürsten wurde ein kontinuierlicher Abfall des Virustiters deutlich. 
Dabei korreliert der Virustiter mit zunehmender Zeit um einem Faktor von -0,95 
(Korrelation nach Pearson, auf dem Niveau p=0,01, 2-seitig signifikant). Die 
Abnahme des Virustiters folgte einer linearen Regression (r2= 0,89). Alle während 
Reifung und Lagerung ermittelten Titer unterschieden sich zum Ausgangstiter vom 
Tag der Herstellung signifikant (Tabelle 26). Nach 56 Tagen bei einer 22 °C-
Lagerung war eine Titerreduktion von 3,1 log10 TCID50 feststellbar (Abbildung 27).  
FCV war jedoch über den gesamten Versuchszeitraum von 56 Tagen im Wurstbrät 
nachweisbar. 
 
Tabelle 26:  Signifikante FCV-Titerreduktionen im Vergleich zum Ausgangsvirustiter bei 
Versuchen mit kurzgereiften Rohwürsten 
 
Bezug Vergleich zu Lagerungstag 
















Abbildung 27: Verlauf des FCV-Titers in langgereifter streichfähiger Rohwurst  
(TCID50: tissue culture infectious dose 50, n: Probenanzahl, SEM: standard error of the 
mean, Standardfehler des Mittelwertes, r2: Bestimmtheitsmaß der Regression) 
 
4.2.4 Molekularbiologischer Virusnachweis 
Im Rahmen der Prozesskontrolle wurden über den Versuchszeitraum bei kurz- und 
langgereiften Rohwurstprodukten exemplarisch Proben entnommen, um die im 
Wurstbrät befindlichen Viren anhand einer RT-PCR nachzuweisen. In allen 
untersuchten Proben konnte FCV wiedergefunden werden. Die Amplifikationskurven 
sind im Anhang dargestellt (Abbildung 30 bis 32). 
 
4.2.5 Mikrobiologische Untersuchung 
Die Keimflora der hergestellten Rohwürste zeigte einen für diese Produkte typischen 
Verlauf. Es kam innerhalb der ersten sieben bis zehn Tage zu einem exponentiellen 
Anstieg der Milchsäurebakterien-Anzahl mit gleichzeitiger Reduktion der 
Enterobacteriaceae-Keimzahl, so dass nach ca. 10 Tagen die Anzahl der 
Milchsäurebakterien nahezu der Gesamtkeimzahl entsprach. Sowohl die kurz- als 
auch langgereiften Rohwürste wiesen nach dieser Zeit eine aerobe mesophile 
Gesamtkeimzahl von 7,91 bis 8,52 KbE/g auf welche bis zum Ende des 
Versuchsszeitraums konstant blieb (Tabelle 27). Die Nachweisgrenze der 
Enterobacteriaceae lag bei 102 KbE/g. Werte unterhalb dieser sind in der Abbildung 




Versuchszeitraum und die Keimzahlverläufe von Enterobacteriaceae und 
Milchsäurebakterien in den Rohwurstprodukten dargestellt. 
 
Tabelle 27: Keimzahlverläufe von EBC, MSB und GKZ der kurzgereiften Rohwurstprodukte 
 
EBC: Enterobacteriaceae; MSB: Milchsäurebakterien; GKZ: Gesamtkeimzahl  
KbE/g Kolonie-bildende Einheiten pro Gramm 
 
4.2.6 Physikalisch-chemische und chemische Untersuchung 
Neben der Bestimmung des Virustiters wurden zur Kontrolle des Reifeverlaufes 
mikrobiologische, chemische und chemisch-physikalische Untersuchung bei den 
hergestellten Rohwürsten durchgeführt. Diese erfolgten direkt nach der Herstellung, 
sowie zu unterschiedlichen Zeitpunkten während Reifung und Lagerung. 
Der Verlauf von aw- und pH-Wert waren produkttypisch (Abbildung 28 und 29). 
Der pH-Wert zeigte einen für Rohwurstprodukte typischen Verlauf. Durch die Zugabe 
von GdL zum Wurstbrät und die Vermehrung von Milchsäurebildnern innerhalb der 
ersten 7 bis 14 Tage kam es anfänglich zu einem starken Absinken des pH-Wertes 
auf Werte zwischen 5,2 und 4,9. Im Verlauf der Rohwurstreifung zeigte sich 
anschließend ein geringgradiger pH-Anstieg, welcher bei den langgereiften 
Produkten  nach 56 Tagen einen Wert von 5,4 erreichte.  
 














0 3,48 < 3 5,92 3,48 < 3 5,92 
7 2,16 7,85 7,95 2,00 8,15 8,22 
14 2,00 7,92 7,91 < 2,00 8,27 8,23 
21 2,12 8,02 8,02 < 2,00 8,37 8,52 





Abbildung 28: pH-Wert-Verlauf bei kurz- und langgereifter Rohwurst 
 
Der aw-Wert der kurzgereiften Rohwürste blieb über 28 Tage konstant, was auf die 
zusätzliche Umverpackung in Vakuumbeutel ab dem 3. Tag zurückzuführen ist. Die 
langgereiften Produkte zeigten über den Versuchszeitraum einen Abfall des aw-
Wertes von anfänglich 0,97 auf 0,69. Der Verlauf der aw-Werte ist in Abbildung 29 
dargestellt. 
 






Für die chemische Untersuchung kurz- und langgereifter Rohwurstprodukte wurde 
jeweils die unbeimpfte Kontrollcharge verwendet. Die chemischen Untersuchungen 
erfolgten direkt nach der Herstellung, sowie zu unterschiedlichen Zeitpunkten 
während Reifung und Lagerung. Die streichfähigen und schnittfesten 
Rohwurstprodukte entsprachen in ihrer Zusammensetzung handelsüblichen Waren 
mit hohem Magerfleischanteil. Der Anteil des wertbestimmenden Magerfleischanteils 
BEFFE i. FE (Bindegewebseiweiweißfreien Fleischeiweißes im Fleischeiweiß) betrug 
87,9 bis 94,6 %.  
Über den Lagerungszeitraum konnte ein relativer Anstieg des Fett-, Natriumchlorid-, 
und Rohproteingehaltes verzeichnet werden, welcher auf den durch Reifung und 
Abtrocknung bedingten Wasserverlust zurückzuführen ist. Die detaillierten  
Ergebnisse der chemischen Untersuchungen von lang- und kurzgereiften 





5.1 Problemstellung und Ziel der Arbeit 
Noroviren zählen weltweit zu den bedeutendsten Erregern von Magen-Darm-
Infektionen (GREEN 2007). 
In den letzten Jahren stieg der Anteil infektiöser Darmerkrankungen, bei denen virale 
Erreger als Ursache ermittelt werden konnten, stetig an. Mittlerweile stehen 
Infektionen mit Noroviren an der Spitze der aktuellen Statistiken über meldepflichtige 
infektiöse Darmerkrankungen in Deutschland (RKI 2009b).  
Es ist davon auszugehen, dass ein Teil dieser Erkrankungen durch den Verzehr  
kontaminierter Lebensmittel verursacht wird. Der lebensmittelassoziierte Anteil wird 
zwischen 16 % und 40 %, teilweise sogar bis zu 57 % geschätzt (MEAD 1999; 
FANKHAUSER et al. 2002).  
Man nimmt an, dass der Eintrag der Viren in die Lebensmittelkette bei der 
Produktion, Ver- und Bearbeitung durch infizierte Personen und kontaminierte 
Oberflächen bzw. Gegenstände erfolgt. Dabei ist mangelnde Personalhygiene als 
Hauptgrund anzusehen. 
Vor allem Produkte, die roh verzehrt werden, stellen ein Infektionsrisiko dar.  
In zahlreichen Studien konnten Noroviren in Lebensmitteln, wie Meeresfrüchten, 
Salat, Beeren, Backwaren, Convenience- und auch Wurstprodukten nachgewiesen 
und als Infektionsquelle identifiziert werden (DOWELL et al. 1995; KORSAGER et al. 
2005; MAUNULA und VON BONSDORFF 2005; WIDDOWSON et al. 2005; GODOY 
et al. 2005; CHENG et al. 2005; SCHMID et al. 2007; MITZSCHERLING und KUHNE 
2008; VIVANCOS et al. 2009). Die Viren werden dabei in der Regel durch sekundäre 
Kontamination bei Herstellung, Ver- und Bearbeitung über infizierte Personen oder 
virusbehaftete Gegenstände in das Lebensmittel eingebacht. 
Inwieweit Rohwurstprodukte, bei welchen eine Kontamination während Herstellung 
oder Verarbeitung ebenfalls denkbar ist, ein „Risikolebensmittel“ in Bezug auf 
Norovirus-Infektionen darstellen, ist nicht bekannt. Diesbezüglich lässt die Literatur 
derzeit noch viele Fragen offen. Obwohl in einigen Fällen die Infektion über 
Wurstprodukte nachgewiesen werden konnte (VIVANCOS et al. 2009), existieren 
bisher keine systematischen Studien über den Anteil der Norovirusinfektionen, die 






Ziel dieser Arbeit war es, das Gefahrenpotential von Rohwurst als Lebensmittel im 
Zusammenhang mit Norovirus-Infektionen und dessen Beeinflussbarkeit durch 
technologische Verfahren und Lagerungsbedingungen zu prüfen. Im Rahmen der 
vorliegenden Dissertation wurde erstmals untersucht, ob die Tenazität 




Die Problematik der gestellten Aufgabe bestand vor allem in der fehlenden 
Kultivierbarkeit humaner Noroviren. Aus diesem Grund wurde als Surrogatvirus das 
Feline Calicivirus verwendet. FCV wurde bereits in vielen Studien als Modellvirus für 
humane Noroviren verwendet (siehe ff.). Die Verwendung eines Surrogates in 
virologischen Studien resultiert aus der Notwendigkeit, möglichst viele Erkenntnisse 
zu Tenazität und zum Verhalten derzeit nicht kultivierbarer Viren zu sammeln. 
Noroviren wurden schon mehrfach als Infektionsauslöser akuter Gastroenteritiden in 
Lebensmitteln, unter anderem auch aus Wurstprodukten, nachgewiesen 
(KORSAGER et al. 2005, GODOY et al. 2005, WIDDOWSON et al. 2005, 
VIVANCOS et al. 2009, FRIEDMAN et al. 2005).  
In den durchgeführten Studien wurde untersucht, ob typische Inhaltsstoffe von 
Rohwürsten, wie Milchsäure, Natriumchlorid und Natriumnitrit, einen hemmenden 
bzw. viruziden Effekt auf das Norovirus-Surrogat FCV haben. Zunächst wurde in  in-
vitro-Versuchsreihen anhand von Suspensionsversuchen der Einfluss von D/L-
Milchsäure, Natriumchlorid und Natriumnitrit in produkttypischen Konzentrationen auf 
das Norovirus-Surrogat FCV untersucht. Um ein möglichst praxisnahes Herangehen 
zu gewährleisten, wurde in einer zweiten Versuchsreihe den Produkten Mettwurst 
und Salami entsprechendes Rohwurstbrät jeweils artifiziell mit FCV kontaminiert, um 
im speziellen Milleu des Produktes den Einfluss von Lagerungszeit und 
Lagerungstemperatur auf die Tenazität und Inaktivierungskinetik des Felinen 
Calicivius zu prüfen. Das Einmischen des Virus in das Brät simuliert dabei den 
Vorgang einer möglichen Kontamination durch den Menschen. Pro Versuch wurde 
eine Charge des jeweiligen Rohwurstproduktes hergestellt und so dem Aufwand für 
die Viruseinmischung in das Wurstbrät, in Verbindung mit der Virusisolation und 




physikalisch-chemischen Untersuchungen Rechnung getragen. Für ein 
repräsentatives Ergebnis wurde ein Probenumfang von fünf bzw. zehn Proben pro 
Probenahmetag festgelegt. Ausgewertet wurden die Studien mit Hilfe von 




In Ermangelung eines Zellkultursystems für den Nachweis und die Kultivierung 
humaner NV werden derzeit Modellviren (Surrogate) für Tenazitätsstudien 
verwendet. Dabei kommen das Feline Calicivirus, das Canine Calicivirus, der MS 2-
Phage und seit kurzem das murine Norovirus zur Anwendung. Die jeweilige Eignung 
der verschiedenen NV-Surrogate wird nach wie vor kontrovers diskutiert. Für die 
eigenen Untersuchungen wurde anhand der bereits im Institut für Tierhygiene und 
Öffentliches Veterinärwesen der Veterinärmedizinischen Fakultät etablierten 
Methodik, das Feline Calicivirus, Stamm KS 20, als anerkanntes Surrogat für 
humane Noroviren, verwendet. Eine Reihe von Veröffentlichungen befassen sich mit 
der Infektionsfähigkeit, sowie dem Einfluss von Desinfektionsmitteln, Hochdruck, UV-
Strahlung, Temperatur und der möglichen Kreuzkontamination von FCV (SLOMKA 
und APPLETON 1998; DOULTREE et al. 1999; NUANUALSUWAN et al. 2002; 
GEHRKE et al. 2004; ALLWOOD et al. 2004; BIDAWID et al. 2004; HUSMAN et al. 
2004a; KAMPF et al. 2005; CHEN  et al. 2005; MATTISON et al. 2007a; BUCKOW et 
al. 2008; MACINGA et al. 2008; FINO und KNIEL 2008). Im Vergleich dazu gibt es 
bisher nur wenige detaillierte Untersuchungen zum Einfluss produktrelevanter 
Parameter, wie beispielsweise Milchsäure- und Natriumchloridgehalt und 
verschiedener Herstellungstechnologien auf die Tenazität der Viren. Gleichzeitig wird 
die epidemiologische Bedeutung von Rohwursterzeugnissen bei der Übertragung 
humanpathogener lebensmittelassozierter Viren immer häufiger diskutiert. 
Seit der Isolierung muriner Noroviren im Jahr 2003 und deren erfolgreicher 
Anzüchtbarkeit in primären Zellkulturen von Dendritenzellen und Makrophagen 
(WOBUS et al. 2004; WOBUS et al. 2006) werden vermehrt Studien mit diesen, den 
humanen Noroviren nah verwandten Viren durchgeführt. Eine mehr oder weniger 
gute Eignung eines einzelnen Surrogates bleibt jedoch fraglich. Die bis dato in der 
Literatur beschriebenen Modellviren reagieren zum Teil sehr unterschiedlich auf die 




MACINGA et al. 2008). Desweiteren ist das zum Teil abweichende Verhalten 
einzelner Virusisolate untereinander zu bedenken (LEE und GILLESPIE 1973; 
OSSIBOFF 2006). Rückschlüsse von Modellviren auf das jeweilige Virus sollten 
daher stets unter Vorbehalt erfolgen, da der Goldstandard nach wie vor nicht 
existiert. 
Um weitere Daten über Tenazität und Inaktivierungskinetik von NV-Surrogaten in 
Rohwurstprodukten zu erhalten, wäre in Bezug auf die eigenen Untersuchungen ein 
direkter Vergleich der erhaltenen Ergebnisse aus den Versuchen mit dem Felinen 





5.4.1 Untersuchungen anhand von in-vitro-Modellen  
In Suspensionsversuchen wurde der Einfluss auf die Tenazität des Norovirus-
Surrogates FCV anhand verschiedender Konzentrationen von D/L-Milchsäure, 
Natrumchlorid und/ oder Natriumnitrit geprüft. Es ergaben sich konzentrations-, zeit- 
und temperaturabhängige Wirkungen. 
5.4.1.1 Einfluss von D/L-Milchsäure  
Milchsäure ist eine in Rohwürsten und vielen anderen Lebensmitteln vorkommende 
organische Säure. Milchsäure wird zudem bei vielen Lebensmitteln für eine längere 
Haltbarkeit als Säuerungsmittel (E 270, Zusatzstoff-Zulassungsverordnung ZZulV 
(ANONYM 1998)) zugesetzt. Beim Rohwurstreifeprozess wandeln 
Milchsäurebakterien fleischeigene oder zugesetzte Zucker hauptsächlich in 
Milchsäure um. Die dadurch bedingte Absenkung des pH-Wertes trägt so wesentlich 
zur mikrobiologischen Sicherheit und Stabilität der Produkte bei. In Rohwürsten 
kommt neben L-Milchsäure (als sogenannte Fleischmilchsäure) auch D-Milchsäure 
als Hauptmetabolit verschiedener Laktobazillen vor. Der Gehalt an D-Milchsäure in 
Rohwurstprodukten spiegelt daher die mikrobiologische Reifung von Rohwürsten 
wider. Rohwurstprodukte, insbesondere kurzgereifte Ware, wie Zwiebelmettwurst, 
sollten laut einer Empfehlung des ALTS (Arbeitskreis Lebensmittelhygienischer 




aufweisen (ANONYM 1996). Innerhalb der durchgeführten Versuchsreihen sollte 
daher geprüft werden, ob durch übliche D/L-Milchsäuregehalte die Tenazität und 
Inaktivierungskinetik der Viren beeinflusst werden kann. Darüber hinaus wurden D/L-
Milchsäuregehalte geprüft, die in den Versuchslösungen zu weitaus niedrigeren pH-
Werten führten, als für Rohwurstprodukte relevant. Hierbei können die Ergebnisse 
auch für andere Produktgruppen wie milchsäurevergärte Erzeugnisse, zum Beispiel 
Sauermilchprodukte (Joghurt, Quark, Buttermilch) oder Sauergemüse (Sauerkraut, 
saure Bohnen), von Bedeutung sein. 
In den Versuchen zeigte sich, dass es mit steigender D/L-Milchsäure-Konzentration 
zu einer Abnahme der Infektiosität von FCV kam (siehe Tabelle 19 und  Abbildung 
14-17). Auch bei den pH-Werten, die in Rohwürsten erreicht werden, konnte eine 
Verminderung der Infektiosität festgestellt werden. Zusätzlich konnte ein 
synergistischer Effekt von Temperatur, Milchsäurekonzentration und Zeit beobachtet 
werden.  
Die inhibitorische Wirkung von unterschiedlichen Säuren und niedrigen pH-Werten 
konnte bereits in einigen Studien aufgezeigt werden (LEE und GILLESPIE 1973; 
DUIZER et al. 2004a; BUTOT et al. 2008). Aus den hier durchgeführten Studien 
ergibt sich, dass rohwurstrelevante Konzentrationen von Milchsäure eine 
reduzierende Wirkung auf das NV-Surrogat FCV haben und dass mit steigender 
Milchsäurekonzentration die Reduktion infektiöser Viren zunimmt. Der 
Milchsäuregehalt eines Lebensmittels besitzt somit einen bedeutenden Einfluss in 
Bezug auf die Risikominimierung bei potentziell mit Noroviren kontaminierten 
Rohwürsten. Bei den geprüften höher konzentrierten MS-Lösungen konnten sogar 
noch stärkere reduzierende Wirkungen nachgewiesen werden, was für die 
Lebensmittelsicherheit milchsäurevergärter Erzeugnisse, wie Sauermilchprodukte 
und Sauergemüse eine bedeutende Rolle spielen könnte.  
 
5.4.1.2 Einfluss von Natriumchlorid und Natriumnitrit 
Es ist allgemein bekannt, dass Lebensmittel wie auch Rohwürste durch die 
Behandlung mit Koch- oder Pökelsalz haltbar gemacht werden. Neben Essigsäure ist 
Salz das ältese Mittel zur Haltbarmachung von Lebensmitteln. Schon die Sumerer 
und Babylonier verwendeten Salz als Konservierungsmittel. Die antimikrobielle 
Wirkung der Salzung ist überwiegend auf die Reduktion der Wasseraktivität (aw-




befindliche Wasser bindet. Vor allem bei gesalzenen, nicht thermisch behandelten 
Lebensmitteln wie Rohpökel- oder Salzfischwaren stellt der reduzierte aw-Wert die 
einzige wirksame antimikrobielle Hürde dar. Die Wirkung von Nitrit beruht auf der 
Bildung von Stickoxyd im schwach sauren Milieu der Fleischerzeugnisse. Dies führt 
zur Ausbildung der Pökelfarbe, des Pökelaromas und ist letztlich verantwortlich für 
eine gewisse mikrobiologische Hemmwirkung. Die Verwendung von Nitrit ist 
besonders für Produkte von Bedeutung, welche ohne Kühlung lagerfähig sein sollen. 
Ableitend stellt sich die Frage, ob auch lebensmittelassoziierte Viren durch diese Art 
der Konservierung beeinflusst werden können. In den Versuchsreihen wurde der 
Einfluss verschiedener NaCl-Konzentrationen geprüft. Simuliert wurden auch 
Bedingungen mit vergleichsweise hohen NaCl-Konzentrationen (6-20 %), wie sie 
zum Beispiel auch bei der Herstellung von Lebensmitteln, wie nassgepökelten 
Fleischerzeugnissen, Salzfischprodukten oder auch als Salzlake für Naturdärme zur 
Anwendung kommen.   
In den Versuchsreihen mit Natriumchlorid wurde zudem geprüft, ob Natriumnitrit in 
üblichen Mengen die Infektiosität der geprüften Viren beeinflusst.  
Die Suspensionsversuche mit FCV in Kombination mit verschiedenen 
Konzentrationen an Natriumchlorid und/ oder Natriumnitrit ergaben konzentrations-, 
zeit- und temperaturabhängige Wirkungen (siehe Tabelle 21 und Abbildung 18 bis 
21). Mit steigender Natriumchloridkonzentration nahm die Infektiösitat der Viren ab. 
Natriumnitrit zeigte jedoch keinen zusätzlichen Effekt auf die Infektiosität von FCV 
(siehe Tabelle 22 und Abbildung 22 bis 25). Ein deutlich viruzider Einfluss von NaCl 
konnte bei einer Expositionstemperatur von 20 °C be obachtet werden, während es 
unter Kühlbedingungen von 4 °C nur zu geringgradige n Titerveränderungen kam. Bis 
dato in der Literatur vorhandene Studien zum Einfluss von Natriumchlorid auf 
verschiedene Norovirussurrogate liefern zum Teil widersprüchliche Ergebnisse. 
Während in frühen Untersuchungen Natriumchlorid noch für eine Erhöhung der 
Hitzeresistenz von FCV verantwortlich gemacht wurde (LEE und GILLESPIE 1973), 
kam es in weiteren Untersuchungen mit FCV in Meerwasser bei Anwesenheit von 
Natriumchlorid in Verbindung mit höheren Temperaturen zu einer deutlich 
titerreduzierenden Wirkung (RZEZUTKA und COOK 2004). Letztere Erkenntnisse 
konnten in den eigenen Untersuchungen und des Weiteren auch in Studien mit dem 
Norovirus-Surrogat MNV bestätigt werden (LEE et al. 2008). Der übliche Salzgehalt 




Abtrocknungsgrad und liegt i.d.R. zwischen 2 % (für kurzgereifte Produkte) und 4, bis 
teilweise 5 % (für langgereifte Produkte). Salz ist jedoch nicht innerhalb aller 
Bestandteile eines Lebensmittels gleichverteilt, sondern bindet sich an bestimmte 
Inhaltsstoffe, vor allem Wassermoleküle. Dabei bindet chemisch-physikalisch 
gesehen 1 Gramm Salz bis zu 3 Gramm Wasser. So kann es möglich sein, dass in 
einzelnen Kompartimenten durchaus höhere Salzkonzentrationen zu erwarten sind, 
während in anderen geringe NaCl-Anteile vorkommen. In sehr fetthaltigen 
Lebensmitteln, oder beispielsweise Wurstprodukten mit einem hohen Fettanteil, wäre 
somit eine geringere Reduktion vorhandener Viren zu vermuten. In Bereichen 
höherer Salzkonzentrationen würde dann eine größere viruzide Wirkung auf 
eventuell enthaltene lebensmittelrelevante Viren einwirken, während in Anteilen mit 
geringeren NaCl-Konzentrationen ein schwächerer Einfluss zu erwarten wäre. Ob 
diese Hypothese tatsächlich zutrifft, sollte in weiteren Untersuchungen geklärt 
werden. 
 
5.4.2 Versuche mit artifiziell kontaminierten Rohwurstprodukten 
Die epidemiologische Bedeutung von Rohwurstprodukten bei der Übertragung 
humanpathogener Viren kann derzeit nur mit wenigen wissenschaftlichen Fakten 
eingeschätzt werden, wenngleich ein zunehmender Bedarf dafür in der öffentlichen 
Diskussion sichtbar wird. 
Erstmals wurden in den hier durchgeführten Studien durch artifizielle Kontamination 
Tenazitätsuntersuchungen mit Felinen Caliciviren in Rohwurstprodukten 
durchgeführt. Es wurden dabei sowohl kurz- als auch langgereifte Produkte 
hergestellt, welche handelsüblicher Mettwurst bzw. Salami entsprachen. Die 
ausgewählten Produkte unterschieden sich in Rezeptur, Herstellung und 
Reifeverfahren. Die Methode der Virusbeimischung noch während der Herstellung ist 
dabei bisher einzigartig. Derzeit existieren kaum Studien über Viren und deren 
Tenazität in Rohwurstprodukten. In Versuchen mit Echo- und Polioviren wurden die 
Viren beispielsweise erst nach der Herstellung des Wurstbrätes nachträglich manuell 
eingemischt (KANTOR und POTTER 1975). Ob so  eine homogene Verteilung der 
Viren im Wurstbrät erreicht werden konnte, bleibt fraglich.  Dagegen wurde in den 
eigenen Untersuchungen FCV direkt während der Herstellung zu den 
Rohwurstzutaten in den Kutter zugegeben. Dies gewähleistete, wie in den 




Es ergaben sich hohe Wiederfindungsraten der eingemischten Viren mit Werten 
zwischen 12,6 und 18,6 %. Die Verluste könnten sich durch das Anhaften der 
Viruspartikel an verschiedenen Oberflächen, wie zum Beispiel Messer und Schüssel 
des Wurstkutters erklären. Erklärbar wäre dies aufgrund ihrer elektrischen Ladung 
und und des jeweils eigenen isoelektrischen Punktes. So besitzen die Viren 
unterschiedlich starke Bindungsaffinitäten zu einzelnen Oberflächen und binden sich 
stärker an einzelne Oberflächen als an andere (VEGA et al. 2005). Die 
Bindungsaffinität des bei der Herstellung in Berührung kommenden Metalls könnte 
somit stärker sein als die des Wurstbrätes. Eine reduzierte Wiederfindung könnte 
weiterhin auch auf eine Inaktivierung der Viren durch den Kuttervorgang und die zum 
Teil höheren Temperaturen bei Herstellung und Abfüllen des Wurstbrätes 
zurückzuführen sein. 
Die FCV-Titerverläufe in den Versuchen mit kurzgereiften Rohwürsten zeigten eine 
temperaturabhängige Inaktivierungskinetik von FCV. Dabei wurde unter 
Lagerungsbedingungen von 22 °C im Vergleich zur 7 ° C-Lagerung eine deutlich 
höhere Virusreduktion verzeichnet. Dies bestätigte die Ergebnisse der in-vitro-
Versuchsreihen. Auch bei langgereiften Rohwürsten zeigte sich ein kontinuierlicher 
Titerverlust. Es konnte jedoch auch nach 56 Tagen und einer verhältnismäßig 
geringen Wasseraktivität von 0,69 noch infektiöses Virus nachgewiesen werden. Für 
verschiedene Bakterien sind Wechselwirkungen mit bakteriziden Enzymen, pH- und 
aw-Wert bereits bekannt (KULEASAN und CAKMAKCI 2002; GOMOLKA-PAWLICKA 
et al. 2004). Auch die Inaktivierungskinetik des NV-Surrogates FCV könnte durch die 
im Wurstbrät enthaltenen Stoffe, wie Milchsäure und Natriumchlorid beeinflussbar 
sein. Ob weitere, sich im Rohwurstprodukt befindende Substanzen, wie Enzyme, 
Säuren oder aber durch Mikroorganismen (beispielsweise Starterkulturen) 
produzierte viruzide Stoffe bei der Beeinflussung der Viren eine Rolle spielen, bleibt 
zu vermuten. Dies in Folgestudien abzuklären, wäre denkbar. Es handelt sich im 
Falle des Norovirus-Surrogates FCV jedoch um ein sehr resistentes Agens mit hoher 
Tenazität. Selbst verhältnismäßig ungünstige Bedingungen haben keine vollständige 
Inaktivierung des Norovirus-Surrogates zur Folge. Auch eine starke Absenkung des 
aw-Wertes scheint, laut eigenen Untersuchungen, kaum Einfluss auf das NV-Surrogat 
zu haben. Die Infektiosität von FCV blieb sogar nach 56 Tagen und bei einem aw-
Wert von 0,69 erhalten. Eine Extrapolation dieser Ergebnisse auf die Tenazität 




mindestens über den untersuchten Zeitraum von 28 (bei kurzgereiften Rohwürsten) 
bzw. 56 Tagen (bei langgereiften Rohwürsten) im Rohwurstbrät infektiös bleiben 
können. Im Normalfall erreicht handelsübliche Ware nach 3 bis 7 Tagen den 
Verbraucher. Im Falle einer Kontamination von Rohwurstbrät mit Noroviren besteht 
daher die Möglichkeit, dass sich zum Zeitpunkt des Inverkehrbringens bzw. Verzehrs 
noch infektiöses Virus im Lebensmittel befindet.  
In den durchgeführten Versuchen wurde eine Kontaminationsdosis von 107 -108 
TCID50 FCV / 100 g verwendet. Diese vergleichsweise hohen Viruskonzentrationen 
wurden gewählt, um die Dynamik des Virustiterverlaufs über den Versuchszeitraum 
darstellen zu können. Unter realen Bedingungen wären im Wurstbrät verbleibende 
infektiöse Viren nur in sehr geringen Mengen zu finden. Durch die geringe minimale 
Infektionsdosis humaner Noroviren kann jedoch auch dann eine mögliche Infektion 
nicht gänzlich ausgeschlossen werden. Die in den Versuchen nachgewiesene 
Beeinflussbarkeit der Infektiosität durch die Hürden pH-Wert, 
Natriumchloridkonzentration und Temperatur bietet aber eine effektive Möglichkeit, 
dieses Restrisiko zu vermindern. So ist es durch produkttypische pH-Werte und 
Natriumchloridkonzentrationen in Kombination mit Lagerungstemperaturen von 20 - 
22 °C möglich, die Gefahr möglicher Infektionen mit  Noroviren durch kontaminierte 
Rohwurstprodukte deutlich zu verringern. Letztendlich könnten die Ergebnisse der 
hier durchgeführten Studien dann auch direkt vom Hersteller umgesetzt werden, um 
die gesundheitliche Unbedenklichkeit der Produkte weiter zu verbessern. 
 
5.5 Temperatureinfluss und Hürdeneffekt 
Die Wirkung der Temperatur und auch das Hürdenprinzip zur Beeinflussung von 
bakteriellen Infektionserregern in Lebensmitteln sind bereits in zahlreichen Studien 
belegt worden. Die für die sichere Herstellung von Rohwurstprodukten geltenden 
Hürdenprinzipien wurden bislang überwiegend mit dem Fokus auf bakterielle Erreger 
wissenschaftlich erarbeitet und optimiert (LEISTNER und GOULD 2002). Dabei nutzt 
das Hürdenprinzip den stärkeren Einfluss kombinierter Hemmschwellen für Bakterien 
im Gegensatz zur isolierten Wirkung einzelner Parameter. Durch die gezielte 
Anwendung und Steuerung von lebensmittelkonservierenden Faktoren wie aw-Wert, 
pH-Wert, Konservierungsstoffen oder Starterkulturen können Hersteller die Sicherheit 
und Qualität ihrer Produkte positiv beeinflussen. Ob ein solches Hürdenprinzip auch 




beschrieben, jedoch durchaus denkbar. In den durchgeführten Versuchen konnte ein 
synergistischer Effekt von Temperatur, Milchsäure- bzw. Natriumchloridkonzentration 
über den Versuchszeitraum beobachtet werden, was auf solch einen Effekt hin 
deuten könnte.  
Bei Expositionstemperaturen von 20 °C kam es in all en Versuchsdurchläufen zu 
einer signifikant höheren Virusreduktion, als bei der 4 °C-Lagerung. Daraus lässt sich 
ableiten, dass Produkte die unter Kühltemperaturen gelagert und gereift werden, bei 
eventueller Kontamination mit Noroviren ein erhöhtes Infektionsrisiko bergen. In 
Bezug auf relevante Produkte, in denen Viren als Infektionserreger eine Rolle spielen 
könnten, sollten daher Reife- und Lagerungstemperaturen > 20 °C gewählt werden,  
um die Virusinfektiosität zu verminden.  
Die titerreduzierende Wirkung höherer Temperaturen auf Viren ist bereits aus der 
Literatur bekannt (DOULTREE et al. 1999; ALLWOOD et al. 2004; DUIZER et al. 
2004a). Aber auch das Zusammenwirken mehrerer Faktoren, wie Temperatur in 
Verbindung mit Druck oder Natriumchlorid wurde schon in einigen Studien bestätigt 
(LEE und GILLESPIE 1972; CHEN et al. 2005; BUCKOW et al. 2008). 
Wenn das Hürdenkonzept, welches zur Beeinflussung von Bakterien in 
Lebensmitteln allgemein anerkannt ist (LEISTNER und GOULD 2002), auch für Viren 
anwendbar wäre, könnte man durch die gezielte Kombination verschiedener 
Hürdenfaktoren wie pH-Wert, Natriumchloridkonzentration und Temperatur die 
Infektionsgefahr durch Noroviren in Lebensmitteln effektiv mindern bzw. meiden.  
Besonders in Bezug auf roh zu verzehrende Lebensmittel, wie auch Rohwürste, 
können die Gehalte an Natriumchlorid und Milchsäure in Verbindung mit einer 
Lagerung bei Temperaturen von 20 bis 22 °C eine deu tlich effektivere 
Infektiositätsminderung potentiell enthaltener Viren bewirken als unter Kühllagerung.  
 
Zusammenfassend ist herauszustellen, dass Rohwürste besonders in Bezug auf ihre 
mikrobiologische Sicherheit als Risikoprodukte gelten. Hier können Hersteller bereits 
auf umfangreiche Daten zurückgreifen, um die Sicherheit und Unbedenklichkeit ihrer 
Produkte positiv zu beeinflussen. Erfolgreich angewandte Verfahren basieren für 
diese Lebensmittel beispielsweise auf der Verwendung von keimarmem 
Ausgangsmaterial und speziellen Starterkulturen, oder aber der Umsetzung des 
Hürdenprinzips nach Leistner (LEISTNER und GOULD 2002). Vergleichsweise wenig 




Auslöser von Lebensmittelinfektionen immer größer wird.  Vor allem Noro- aber auch 
Rotaviren spielen eine bedeutende Rolle. Norovirusinfektionen stehen in 
Deutschland derzeit an der Spitze der Statistiken meldepflichtiger Magen-
Darmerkrankungen und somit im Mittelpunkt der öffentlichen Diskussion.  
Lebensmittelassozierte Infektionen haben dabei einen bedeutenden Anteil. 
Ausbrüche bedeuten häufig hohe wirtschaftliche Einbußen für das jeweile 
Herstellungsunternehmen. 
Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurden erstmals konkrete Ansatzpunkte und 
deitaillierte Daten erarbeitet um die Tenazität und Inaktivierungskinetik von Noroviren 
in Rohwurstprodukten zu beschreiben und zu beeinflussen, mit dem Ziel,  die 
Lebensmittelsicherheit zu erhöhen. Durch technologische Maßnahmen bei 
Herstellung und Lagerung wäre der Hersteller in der Lage, das Maß infektioser viraler 
Erreger im Produkt zu minimieren. Die Produzenten von Rohwurstprodukten könnten 
so eine Verbesserung der Produktqualität erreichen, in Verbindung mit hohem 
wirtschaftlichem Potential. Auch für kleine und mittelständische Betriebe bedeuten 
diese Ergebnisse eine praktikable Optimierung ihrer Herstellungsprozesse. 
 
5.6 Schlussfolgerungen 
Insgesamt lassen sich aus den durchgeführten Studien folgende Ergebnisse 
ableiten:  
 Die Virustenazität des NV-Surrogates FCV kann durch Milchsäure, 
Natriumchlorid und Expositionstemperatur beeinflusst werden. 
 Im Suspensionsversuch wirken Bedingungen mit NaCl-Konzentrationen ab  
2 % oder Milchsäurekonzentrationen ab 0,15 % bei 20 °C deutlich viruzid. 
 Die „Hürden“ NaCl-Konzentration und pH-Senkung durch D/L-Milchsäure 
zeigen in den verwendeten Größenordnungen unter Kühlbedingungen keine 
effektive Infektiositätsreduktion. 
 Natriumnitrit besitzt in lebensmittelrelevanten Konzentrationen keine viruzide 
Wirkung. 
 Durch eine Lagerung der Rohwürste wird bei 22 °C i m Vergleich zu 4 °C 
Lagerung eine deutliche Infektiositätsminderung erreicht. 





 Streichfähige Rohwürste können im Zusammenhang mit der Norovirus-
Problematik ein Infektionsrisiko darstellen. 
 Die Virustenazität ist durch spezielle Herstellungs- und 
Lagerungsbedingungen beeinflussbar. 
 Durch Kombination verschiedener Herstellungsverfahren und –prozesse kann 
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Noroviren gelten neben Rotaviren, Salmonellen und Campylobacter spp. derzeit als 
Hauptursache infektiöser meldepflichtiger Gastroenteritiden des Menschen in 
Deutschland. Im Jahr 2008 wurden 212.692 Fälle norovirusbedingter Erkrankungen 
gemeldet (RKI 2009b). Dabei spielen lebensmittelassozierte Infektionen eine 
bedeutende Rolle. Besonders rohe und unerhitzt verzehrte Produkte bergen ein 
Risikopotential. Neben Muscheln, Salaten und Früchten konnten die Erreger auch 
aus Rohwurstprodukten isoliert werden. Aus mikrobiologischer Sicht sind Rohwürste 
bereits als Risikoprodukte bekannt. Bisher existieren jedoch nur unzureichende 
wissenschaftliche Ergebnisse über die Infektionsgefahr durch Viren in Lebensmitteln.  
In der vorliegenden Arbeit wurde die Tenazität und Inaktivierungskinetik von 
Noroviren anhand des Norovirus-Surrogates Felines Calicivirus untersucht. Zunächst 
wurde in Suspensionsversuchen der Einfluss verschiedener Konzentrationen von 
D/L-Milchsäure (0,1; 0,15; 0,2; 0,3 und 0,4 %), Natriumchlorid (2; 6; 12 und 20 %) 
und Natriumnitrit (100; 150 und 200 ppm) über einen Zeitraum von 7 Tagen bei 4 und 
Zusammenfassung 
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20 °C auf das Virus geprüft. Anschließend wurden Ve rsuchsreihen mit artifiziell 
kontaminierten Rohwürsten durchgeführt.  
Der Infektiositätsnachweis erfolgte im Crandell-Reese-Feline-Kidney-
Zellkultursystem. 
In den Suspensionsversuchen zeigte sich eine konzentrations-, zeit- und 
temperaturabhängige Wirkung der geprüften Parameter. Signifikante 
Infektiositätsreduktionen ergaben sich bei 20 °C- L agerung für D/L-Milchsäure-
Konzentrationen ab 0,15 % und bei 4 °C -Lagerung ab  0,3 %. Natriumchlorid 
bewirkte signifikante Titerreduktionen bei 20 °C-La gerung ab einer NaCl-
Konzentration von 2 %, jedoch nicht unter Kühlbedingungen. Die Reduktion der 
Virusinfektiosität nahm mit steigender Natriumchlorid- bzw. D/L-
Milchsäurekonzentration zu. Für praxisübliche Konzentrationen von Natriumnitrit 
konnte keine zusätzliche Reduktion der Infektiosität nachgewiesen werden. 
In den Versuchsreihen mit kurz- und langgereiften Rohwürsten erwies sich FCV als 
sehr stabil. In beiden Produkten konnte bis zum Ende des Versuchszeitraumes nach 
21 bzw. 56 Tagen infektiöses Virus nachgewiesen werden. Somit könnten 
Rohwurstprodukte bei einer möglichen Kontamination mit Noroviren zum Zeitpunkt 
des Verzehrs ein Gesundheitsrisiko für den Verbraucher darstellen. Jedoch zeigten 
sich auch deutliche temperatur- und zeitabhängige Wirkungen. Ein positiver Einfluss 
auf die Inaktivierung ist durch die Anwendung von Reife- und 
Lagerungstemperaturen um 22 °C zu erwarten. Es kam zu einer kontinuierlichen 
Virustiterreduktion von insgesamt 1,6 log10 TCID50 / g (für kurzgereifte Produkte) bzw. 
3,1 log10 TCID50 / g (für langgereifte Produkte). Eine Beeinflussung der Tenazität des 
Norovirus-Surrogates FCV durch spezifische Herstellungs- und 
Lagerungsbedingungen ist somit möglich. Insbesondere die gezielte Kombination 
einzelner Faktoren miteinander, wie NaCl- und Milchsäuregehalt der Rohwurst, in 
Verbindung mit spezifischer Lagerungstemperatur und –dauer führt zu effektiver 
Infektiositätsminderung potentiell enthaltener Viren. Die so erzielte Risikominimierung 
durch Kombination ausgewählter Parameter bedeutet für die Rohwurstproduktion 
eine sowohl effiziente, als auch praktikable Möglichkeit, die Lebensmittelsicherheit in 
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Noroviruses are in addition to Rotaviruses, Salmonella and Campylobacter 
considered as the main reason of registrated infectious gastroenteritis in Germany.  
In 2008, 212.692 cases of norovirus-caused illness have been registrated by RKI. 
Thereby food is considered as an important source of viral infection. 
Especially raw and non-heated foodstuffs contain the potentiality of risks. The agents 
have been isolated from mussles, salad and fruits as well as from sausage products. 
With regard to bacterial pathogens raw fermented sausages are known as risk 
products. However the risk of viral infection due to the consumption of raw fermented 
sausage products has hardly been studied.  
In this study investigation on viral persistance and inactivation kinetics in raw 
fermented sausages were made using FCV as a surrogate for norovirus. 
At first the influence of the parameters sodium chloride (2; 6; 12 and 20 %), sodium 
nitrite (100; 150 and 200 ppm) and D/L-lactic acid (0,1; 0,15; 0,2; 0,3 and 0,4 %) on 
viral persistance has been studied in suspension tests over a range of 7 days at 4 




sausages were conducted. The infectivity of the virus was determined in Crandall-
Reese-Feline-Kidney-cells.  
The suspension studies showed an influence of concentration, exposition time and 
temperature of FCV. Significant decline in viral titer was observed at 20 °C for d/l-
lactic acid concentrations from 0.15 % and at 4 °C from 0.3 %. Sodiumchloride 
caused significant decline in viral titer at 20 °C from 2 % up to 20 %, but had no 
significant effect at 4 °C. The reduction of virus infectivity increased with the 
concentration of sodium chloride and D/L-lactic acid. Common terms of concentration 
of sodium nitrite had no additional effect on virus inactivation. In the test series with 
short and long fermented raw sausages FCV showed high stability. Both products 
contained infectios virus till the end of testing periods, for 21 and 56 days. Due to this 
contaminated raw fermented sausages may pose a health risk for consumers. 
However, certain effects of temperature and exposition time have been observed. 
The choice of temperature for ripening and storage of raw fermented sausages is of 
importance to reduce the risk of infection. A continuous decline in viral titer as a total 
of 1,6 log10 TCID50 / g (for short fermented raw sausages) and respectively 3,1 log10 
TCID50 / g (for long fermented sausages) was shown. Consequently the tenacity of 
the norovirus surrogate FCV can be influenced by production and ripening 
conditions. Especially a concerted combination of different parameters, like 
sodiumchloride or D/L-lactic acid concentration with specific temperatures and times 
leads to effective reduction in potentially contaminated products. With regard to viral 
infectious agents this risk minimization for production of raw fermented sausages 
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Tabelle 28: Keimzahlbestimmung nach § 64 LFGB 
Methode nach LFGB § 64 Methode nach 
ehemals LMBG § 35 
L 08:00-37 1992-06 
 
Bestimmung der aeroben Keimzahl bei 
30 °C in Wurstwaren; Spatelverfahren 
(Referenzverfahren) 
 
Durchführung nach L 
06.00-18 
L 08.00-41 1992-12 
 
Bestimmung der aerob wachsenden 






Tabelle 29: physikalisch-chemische und chemische Untersuchungen nach § 64 LFGB 
Methode nach § 64 LFGB Methode nach  
ehemals § 35 LMBG 
L 08.00-2 1980-09 
 
Messung des 
pH-Wertes in Wurstwaren 
 
Durchführung nach L 06.00-2 
L 08:00-3 2008-06 
 
Bestimmung der  
Trockenmasse in Wurstwaren 
 
Durchführung nach L 06.00-3 
L 08.00-6 1980-09 
 




Durchführung nach L06.00-6 
L 08.00-7 2007-04 
 
Bestimmung von  
Rohprotein in Wurstwaren 
 
Durchführung nach L 06.00-7 
L 08.00-8 1980-09 
 




Durchführung nach L 06.00-8 
L 08.00-14 2008-06 
 
Bestimmung des  
Nitritgehaltes in Wurstwaren, 
enzymatische Reduktion von 




Durchführung nach L 07.00-60 
L 08.00-17 1981-11 
 
Bestimmung von  
L- und D-Milchsäure  
(L- und D-Lactat) in 
Wurstwaren 




Tabelle 30:  Titerreduktionen der Versuche mit D/L-Milchsäure 
Gruppen D/L-Milchsäure Zeit (h) Temp. (°C) 
 
Titerreduktion 
TCID50 log10 x 
 
x = Mittelwert 

























































































































































































Tabelle 31: Titerreduktionen der Versuche mit NaCl und / oder NaNO2 
Gruppen NaCl (%)/ NaNO2 (ppm) Zeit (h) Temp. (°C) 
 
Titerreduktion 
TCID50 log10 x 
 
x = Mittelwert 
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TCID50l/ml log10 x 
 




0 22 °C 6,1741 0,340 
3 22 °C 5,400* 0,418 
5,500* 0,306 7 22 °C 7 °C 5,450* 0,326 
4,900* 0,137 14 22 °C 7 °C  5,500* 0,177 
4,850* 0,418 21 22 °C 7 °C  5,550* 0,209 
4,600* 0,285 28 22 °C 7 °C  5,050* 0,209 
  1 n = 10 










TCID50l/ml log10 x 




0 5,8501 0,211 
7 5,100* 0,285 
14 4,700* 0,326 
21 4,700* 0,209 
28 4,350* 0,285 
35 3,800* 0,209 
42 3,750* 0,306 
49 3,650* 0,379 
56 2,800* 0,209 
1 n = 10 




Tabelle 34: Für den FCV-Nachweis verwendete Primer/ Sonden mit entsprechender 
Basensequenz mittels real time RT-PCR 
 
Primer / Sonden 
 
Basensequenz 
FCV Primer 1 F 5`-ttt tgt tgg cgt ttc aag cat a-3` 
FCV Primer 1 R 5`-aga ggc aag ccg aat ctt tg-3` 
IBDV Primer 2 F 5`-gct ttg atg gga caa cgg taa t-3` 
IBDV Primer 2 R 5´-cac aag att gaa tgg cat aag gtt-3` 
FCV Sonde 1 Probe 5`-tcc cct ttc tgc ctc cta cat ggg aa-3` 







Abbildung 30:  Nachweis von FCV in kurzgereiften Rohwürsten,  
Amplifikationskurven  der real time RT-PCR  
von links nach rechts: 7 d / 22 °C ; 28 d / 7 °C ; 7 d / 7 °C ; 28d / 22 °C 







Abbildung 31:  Nachweis von FCV in langgereiften Rohwürsten  
Amplifikationskurven  der real time RT-PCR,  




Abbildung 32: Positiv- und Negativkontrolle des FCV-Nachweises mittels  




Tabelle 35: Ergebnisse* der chemischen Untersuchung von kurzgereifter Rohwurst 







BEFFE i. FE 
(%) 
0 54,9 25,8 15,7 14,8 94,6 
28 41,6 32,4 21,3 20,2 94,6 
*Angabe des arithmetischen Mittels aus Doppelbestimmung 
BEFFE: Bindegewebseiweißfreies Fleischeiweiß 
BEFFE i.FE: Bindegewebseiweißfreies Fleischeiweiß im Fleischeiweiß 
 
 
Tabelle 36:  Ergebnisse* der chemischen Untersuchung von langgereifter Rohwurst 
*Angabe des arithmetischen Mittels aus Doppelbestimmung 
BEFFE: Bindegewebseiweißfreies Fleischeiweiß 
BEFFE i.FE: Bindegewebseiweißfreies Fleischeiweiß im Fleischeiweiß 
  
Tabelle 37: Ergebnisse* der chemischen Untersuchung von kurzgereifter Rohwurst, 
Lagerung bei 7 °C 







0 2,7 26 0 0,39 
3 - 12 - - 
7 - 11 - - 
14 - - 0,01 0,08 
28 3,3 - 0,02 0,05 
*Angabe des arithmetischen Mittels aus  Doppelbestimmung  





















(%) BEFFE (%) 
BEFFE i.FE 
(%) 
0 55, 9 22,5 16,9 16,0 94,4 
28 26,9 35,2 32,5 28,6 93,4 
56 18,3 42,1 34,7 28,6 93,8 
Anhang 
117 
Tabelle 38:  Ergebnisse* der chemischen Untersuchung von kurzgereifter Rohwurst,  
Lagerung bei 22 °C 








0 2,7 26 0 0,39 
3 - 12 - - 
7 - 6 - - 
14 - - 0,04 0,06 
28 3,3 - 0,05 0,05 
*Angabe des arithmetischen Mittels aus Doppelbestimmung 
- nicht bestimmt  
 
 
Tabelle 39:  Ergebnisse* der chemischen Untersuchung von langgereifter Rohwurst 









0 2,7 18 0,00 0,21 
14 - 7 0,25 0,38 
28 4,6 n.n. 0,38 0,21 
42 - - 0,36 0,31 
56 5,0 - 0,49 0,12 
*Angabe des arithmetischen Mittels aus Doppelbestimmung  
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